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Le but de la manipulation est de réaliser une solution tampon de pH exacte- 
ment connu : un tampon phosphate à 0„1 moLdnr 3 , pH = ?, 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

* force d'un acide ; 

* pH équivalent ; 

* constante d'acidité K A et pK A ; 

* pouvoir tampon ; 

* force ionique ; 

* concentration molaire - activité d T un ion. 


1. PRINCIPE 




1.1. pH d'une solution aqueuse 


Par définition le pH d'une solution aqueuse est le cologarithme décimal de l'activité de la 
solution en ions hydrogène ou en ions hydronium, 9G s'exprime en unités de pH. Pour des 
concentrations faibles (C Hj0 +< 0,01 mol.dnr 3 ) : (H 3 0 + ) = [H a 0 + 1 

ph = coing ( h 3 ch = - iog{H 3 cn et (H 3 cr ) - io-p h 


1.2. Solution tampon, pouvoir tampon 

Une solution tampon est une solution dont le pH varie très peu ; 

- lors d’addition d'ions OH" ou d'ions h 3 q* dans certaines limites de concentrations ; 

- lors d'une dilution de la solution tampon , 

Pour un couple acids-base donné, la solution tampon la plus efficace est obtenue par le 
mélange équi moléculaire de l’acide faible et de sa base conjuguée ; 
soit : [acide] = [base] : 

c'est-à-dire pour pH = pH â (K A constante d'acidité du couple acide - base considéré). 
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1 , 3 . Solution tampon phosphate pH = 7 


L'acide phosphorique H 3 P0 4 est un tri acide dont les æidilés correspondent au>: équi- 
libres acide^asiques suivants : 

H 3 PÛ 4 4 H 2 0 ^ HjPO" 4 H J 0 + pK fll = 2,15 

H 2 P0 4 - + H 2 0 i fe : HPOj “ 4 H 3 Q- pK. s = 7 f 2Ù 

HPO| - 4 H 2 0 - J fe POj “ 4 H 3 0 h pK^ =12,38 

les pK A respectifs fpK A1 , pK A3 „ pK A3 ) étant mesurés à 25 n C et sur des solutions diluées 
(C <0,01 mol .dm -3). 

A pH = 7, les formes ioniques présentes sont : 

HPQ 4 " (ion mûnobydrogénopfiosphateîi ; 

H 2 P0 4 {son dihydrogénophosphatej. 

Pour préparer y ne solution tampon de pH = 7, on. utilise donc un mélange de ces deux 
formes ioniques. 

Au voisinage de pH = 7, c'est la constante d'acidité K A2 du couple H 2 P0 4 _ /NPûJ" qui est 
impliquée. Mais pour une concentration en phosphate voisine de 0,1 mol. dm “ 3 r II 
importe de tenir compte des activités des différents ions, 

(HPO"') 

Ainsi : pH - pK A2 4 (og — 

(H ? P0 4 ) 

La cerne entrai ion C des ions est reliée à l'activité a par la relation : 

a - y - C 

où y est le coefficient d’activité, 

D’oCi en remplaçant a par y ■ C dans l'expression du pH, on obtient 

YîfHsPOi ] 


ce qui peut encore s’écrire 


pH = pK A2 4 Iqg 


' Yi ^ 




+ leg 


[HPol] 


[HjPOJ 

Dans les conditions de concentration et de température précisées plus haut : 


lÎQg 


V 


- - 0,35 
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ex on en déduit que : pK A .^ = pK A - 0.35 = 7,20 - 0,35 = 6.55 


d’où : pH = pK„* + log 1HP ^ 1 

[HjPOj ] 


[HPO'Î 1 

soit : pH = 6,85 + lof — 

[H 2 POj 


La préparation d'uns solution tampon phosphate à 0,1 mol.dm’ J . pH s 7 consiste alors 
à introduire les deux ions HPQ{ - et H^PO^ en proportions convenables à partir de solu- 
tions mères de concentrations connues. 


Les proportions entre les deux formes ioniques se déduisent des deux équations suiv- 
antes : 

- d'une part : [HP( J ] * H.jpo,] . 0.1 mol.dm‘ 3 (1) 

[HPof] 

- d'autre pal : Icg 7 - 6.85 = 0,15 

[H a P0-] 


iHP0 3 '| 

sort ; = 1,41 

!H ? POj 


(Z 


Ce qui permet d'obtenir : 


[HPoJ'j = 0,0585 moi. dm 
[ML, PO J = 0,0415 mol.dm 


El faut donc introduire 0,0585 mole d'ions HFQ 4 " et 0,0415 mole d'ions HPQ 4 pour un 
litre de solution tampon. 


1,4. Solution tampon titraborate de sodium (borax} pH = 9,2 


En dissolvant du borax ou tétraborate de sodium déc ahyd raté {borax pur pour analyses : 
Na 2 B 4 0,. f 10H..0, masse molaire 381,37 f.mol -1 ) dans de Peau distillée, il est possible 
de préparer une solution tampon dé pH = 9,2 à 25 "C, 



Dissolution du borax en milieu aqueux : 

B 4 0^" + 9H 3 0 2 B(0Hj 4 + 2 H B( OH) 4 

ion ion acide 

tétraborate borate borique 
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La dissolution de l'ion têtra borate conduit â une solution équi moléculaire en acide 
borique et en ion borate. Le pH de Cette solution aqueuse est donc constant et égal au 
pK. du couple ac dé-bâ&e H / BtOHJj, soit 9,2 à 25 È C. 

REMARQUE : la solubilité Ou borax étant d'environ 50 g. dm~ 3 à température ordinaire, H 
convient de préparer une solution de concentration molaire C < 0.1 mol, dm ~ 3 . 

Conseils pratiques pour la préparation et la conservation de solutions 
tampons ou do solutions étalons de PH 

- Les solutions tampons doivent être préparées à partir de produits commerciaux purs, 
vendus pour ta préparation de solutions étalons (RP pour analyses]. 

- Utiliser de l'eau déminéralisée par distillation ou par permutation. Faire bouillir cette 
eau extemporanément pendant une quinzaine de minutes puis i miter la dissolution du 
dioxyde de carbone atmosphérique pendant le refroidissement et la conservation, 

- Conserver les solutions tampons dans des flacons bouchés en polyéthylène ou en verre, 

- La plupart des sol ut ons tampons ou étalons de pH sont altérables (moisissures, trou- 
bles. dépôts...). Pour augmenter leur durée de conservation, il est possible d'ajouter un 
cristal de thymol. 


2. RÉACTIFS 


* Dibydrogénophcsptlâte de potassium pur pour analyses et anhydre : 

(KH -PO,, : masse molaire = 136,09 g. mol -1 ). 

■ Monohydrogcnophospfjate de sodium dodêcahydratê pur pour analyses : 

{Na 2 HPÛ 4 , 12 H 2 0 : masse molaire = 358 g.mol -1 ). 

» T ét raborate dé sodium déCûltydtât é pur pour analyses : 

(Na 2 B 4 0 7 . 10 H 3,0 : masse molaire = 381.37 g.mol' 1 ). 

* Solution d'hydroxyde de sodium a 0.2 mol. dm" 3 . 
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3. FICHE TECHNIQUE 


3.1. Standardisation du p H mètre ; 

préparation de 100 cm 3 de tampon tétraborate 
de sodium (borax) à 0,01 mol.drn -3 

Dissoudre m = 0,381 g de tétraborate de sodium {fJa s B 4 Ü 7 , 10 H-,0) dans de i'eau dss- 
tl liée puis compléter à 100 cm 3 , 

3.2. Etude expérimentale de l'effet tampon de La solution 
phosphate à 0,1 mol.dirr 3 , pH = 7 

- Préparer environ 100 cm 3 de solution tampon phosphate â 0,1 moLdmr 3 , â partir de 
deux solutions mères phosphates à 1 mol, dm 3 préparées per pesées de dihydragéno- 
phosphate de potassium pur et de monohydrogènophosphate de sodium dûdéeahydratë 
pur. 

- Standardiser le pHmêtre au moyen de 6â solution tampon borax» 

Mesurer le pH du tampon phosphate préparé. 

REMARQUE : tes solutions phosphates préparées peuvent être stockées en vue d’une 
utilisation ultérieure ( enzymotogie), 

3.3. Etude expérimentale de l'effet tampon de la solution 
phosphate préparée 

Afin de mesurer la capacité du tampon phosphate préparé, à s'opposer à une modifi- 
cation du pH : 

- introduire dans un bêcher de 100 cm 3 E « 20 em :i de solution tampon pH = 7. 

- Mesurer le volume V QI1 d'hydroxyde de sodium â 0,2 mol. dm - 3 nécessaire pour faire 
augmenter le pH de la solution tampon d'une unité pH (pH = e), 


3.4, Questions 

1) Expliquer la préparation de la solution tampon phosphate pH = 7 ; masses pesées, la 
technique opératoire choisie. 

2) Exprimer ta capacité du tampon en moles d'ions ÛH " par litre de tampon et par unité 
pH, 

3) Calculer lia force ionique de la solution tampon préparée. 


4. MODE OPÉRATOIRE 


4.1. Préparation de la solution tampon phosphate 
0 r l moi.dm" 3 , pH = 7 

4.1.1. Préparation de soïtitîons mères phosphates à 1 moLdnr 3 

* Lire les indications portées par le fabriquant sur l 'étiquette du flacon commercial : 

- % de pureté ; 

- hydratation ; 

- masse molaire (M g. moi _1 K 

* Calculer la masse m à peser pour réaliser 100 cm 3 de solution à 1 mol. dm -3 : 
m = n-M = C- U- M= l- 100 ■ 1Q~ 3 ■ M = 0,1 M 


Préparation de fa solution de monohydmgénophospdate de sodium à 1 mot.üirr 3 

- Dans un bêcher de 100 cm 3 propre et sec, peser à 0,01 g près exactement -m g de 
produit préalablement séché pendant deux heures à 110 - 130 *0 : m Na = 35,80 g. 

î 4 

- Introduire environ 40 cm 3 d'eau distillée en agitant avec un agitateur de verre (agi- 
tateur de quanti) ou sous agitation magnétique, 

- Attendre la complète dissolution du produit, 

- Transférer quantitativement dans une fiole jaugée de 100 cm 3 fil n'est pas nécessaire 
de sécher une fiole jaugée après nettoyage et rinçage à l’eau distillée, si elle est desti- 
née à préparer une solution aqueuse). 

Rincer soigneusement le bâcher à l'eau distillée et joindre tes eaux, de rinçage à la floie 
jaugée, 

- Amener le niveau de liquide à 1 cm environ en dessous du Ira t repère, avec de l'eau 
distillée. 

- Laisser reposer deux minutes environ afin que le liquide adhérant sur le col puisse être 
drainé (ou essuyer les gouttelettes d'eau éventuellement présentes, au moyen d'un 
papier filtre, sans atteindre le ménisque de la solution}. 

- Ajuster le bas du ménisque sur le trait repère en faisant couler l'eau distillée néces- 
saire (pipette compte-gouttes) le long du col g partir d r un point situé à moins de 1 cm au- 
dessus du trait repère, 

- Transférer dans un flacon en verre de 125 cm 3 environ, muni d'un bouchon et étiqueter 
en notant : la date, le nom et la concentration molaire du réactif, en vue d'un stockage de 
Sa solution préparée. 




Préparation de la solution de difiydrogénopfiosphate do potassium & 1 mol. dm" 3 
Procéder de la même manière : m KH ..... = 13,61 g. 


4.1.2. Réalisation de 100 cm 3 de solution 0,1 mol. dm 3 , pH - 7 


Rappels de calculs : dilution d'une solution de concentration initiale à la 
concentration finale C { 


La quantité de matière (n.) prélevée par un volume E cm 3 de C est: égale à - E - 1Û -3 , 
Cette quantité de matière r/est pas modifiée lors de la préparation de ta solution finale C f . 
On peut donc écrire n - n f 

où n. est la quantité de matière présente dans te volume U cm- 1 de solution finale prépa- 
rée : n f - G f ■ U - tü J . 

On en déduit : C, - E - 10 “ 3 = C f ■ U ■ 10" 3 

soit : C f • E - C, ■ U 


Le coefficient de dilution est alors : 



U 

E 


• Calcul des volumes (E) rie solutions initiales à prélever pour préparer U = 100 cm 3 de 
solution tampon : 

- concentrations initiales ; Cj - 1 mol. dm - 3 ; 

- concentrations finales : C, : fHPO|“J - 0.0585 mol. dm - ! 

[H 2 P0~] = 0,0415 mol. dm" 3 

r C,-E-C f -U 


soit ; 

- pour la solution de monohydrogënaphosphaite de sodium : 


E = 


0,0585 


100 = 5,S5 cm 


- pour la solution de dihydrogëno phosphate de potassium 


0,0415 


100 = 4,15 cm ' 


■ Dans une fiole Jaugée de 100 cm 3 introduire (pipette graduée de 5 cm 3 ou semi- 
mlcroburette de 10 crn 3 ) 

- 5.85 cm 3 de la solution de monghydrogênophosphat e de sodium à 1 mol, dm “ 3 ; 

- 4 r 15 cm 3 de la solution de dihydrogénophosphate de potassium à 1 mol. dm -3 . 
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Compléter à 100 cm 3 avec de l'eau distillée. Boucher avec du parafilm. Homogénéiser 
par retournement. 

Transvaser dans un bêcher propre pour vérifier le pH de la solution préparée. Le pH do il 
être égal â 7. le pH mesuré sera égal à 7 pour une température comprise entre 25 °C et 
30 *C mais il sera augmenté de 0.004 unité pH par degré Celsius inférieur â 25 C C. dans 
l‘ intervalle 10 X - 20 %. 

Pour ajuster éventuellement le pH â 7 (température égale à 25 ou à un pH supérieur 
(température de laboratoire inférieure â 25 B C), il faut utiliser (pipette compte-gouttes) ' 

- la solution de monoftydrûgénophosphate de sodium pour augmenter fe pH de la solu- 
tien tampon (base conjuguée) ; 

- la solution de dihydrogénophosphate de potassium pour diminuer le pH de la solution 
tampon (acide faible}. 

Transvaser dans on flacon de conservation étiqueté. 

4.2. Calculs 


Capacité du tampon : — — OtL — mol - dm J par unité de pH 

^ solution tampon 


4.3. Calcul de la force ionique du tampon phosphate 
0,1 mol. dm" 3 , pH = 7 


Définition de la force tonique d'une solution aqueuse : 

I *1/2 1 

1 = 1/2 (2 * 0.0585 x l 2 + 0.Û58S x 2 2 + Û.Û415 x l' J +■ 0,0415 x 1 J ) 
=■ 1/2 (0,351 + 0,083) = 0,217 mol, dm" 3 
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5. ANNEXE 

(fiche technique : le pHmètre) 


5.1. Dispositif expérimental r ng i.ij 


Le pHmètre comprend ; 

- les électrodes : uns électrode de mesure : éilecirode de verre, une électrode de 
référence ; 

- un voit rnétra. 



Fig, 3U1- Schéma ûu montage pour la délamination du pH po» la méthode pdteot'Omêtrlque 


5.1.1, Les électrodes { fig . 1.2 J 

- L 'éfecfmde die référence est Se plus souvent une électrode su calomel, La demi pi te for- 
mée : Pt/Hg/Hg 2 Cl 2 /KCL a un potentiel constant (par rapport au potentiel standard d'une 
électrode à hydrogène) qui, pour une température donnée ne dépend -que de la concentra- 
tion en KCI- Si la solution en KCI est saturée : E (tfererea = 0,247 V à 20 *C. 

» L'électrode de verre ; la partie active de l'électrode est la houle de verre remplie soit 
par une solution d'acide chlorhydrique à Q h l mol.drn -3 , soit par une solution de KCI en 
tampon pH - 7.. 

Le conducteur interne et un fil d'argent recouvert de chlorure d'argent. 
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Des ions Na* de la membrane de verre qui constitue l'extrémité de l'électrode de verre 
(épaisseur de i/lüO de mm à 1/ 10 de mm) vont s'échanger avec des tons hydronium 
(H-, O + ) contenus dans la solution aqueuse à doser. Le potentiel de la « membrane de 
verre sensible aux ions H.p " h es! une fonction affine du pH de la solution â doser, 

La mesure do pH d'une solution revient à mesurer la différence de potentiel entre une 
électrode de mesure (électrode de verre) et une électrode de référence (électrode au 
calomel par exemple). 

Le pH d'une solution aqueuse est défini en fonction de la force électromotrice E de la pile 
constituée par les deux électrodes, 

Ag/AgCI. KCIsat H^Ot / membrane de verre / solution dont on veut / KCIsat./HË/Hg2Cl 2 . «Ci sat. 

mesurer le pH 

* ileetrode de verre > pont de -> *- électrode 

jonction de référence 

ÎE-ÊSÏF 

Sa valeur est donnée par l'équation : pH = pHe 

2,3026 x R x T 


pHe = pH d'une solution étalon ; 

Es - force électromotrice en présence de cette solution étalon ; 

F = constante de Faraday ; 

R = constante des gai parfaits ; 

T = température absolue. 

{E - Es) 

A 20 °C pH = pHe 

0.058165 

d'où : 0.058165 pM - 0.058 165pHe - E + Es 
soit : E = 0,058165 pHe + Es - 0,058165 pH 

En schématisant, E est une fonction affine du pH du type E = A - B pH où A et B sont des 
constantes. 

- L'éiectrode double concentrique : les deux électrodes ~ verre et référence sont corrr 
binées. L'élecuode de référence correspond au couple argent - chlorure d'argent 
(Ag/AgClJ : le potentiel est imposé par le couple Ag VAg. H s'agit d'une électrode en 
argent en contact avec du chlorure d'argent et plongée dans une solution saturée en 
chlorure d 1 argent dont l'activité des ions chlorures est définie, 

REMARQUE : le domaine optimal d'utilisation de S'électrode de verre ordinaire correspond 
à J "échelle de pH : 2 s pH < 11. 

Il Existe des électrodes de verre conçues * pour milieu alcalin » (pH > 9). pour milieu riche 
en cations, pour un domaine de température déterminé. 
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5.1.2. Le voltmètre 


La force êlectromolnce est mesurée après amplification car elle est très faible. Le 
pH mètre peut être analogique [cadran gradué en unités pH) ou numérique {affichage 
digital du pH). 


5.2, Conseils d'utilisation 

§,2.1. Mise en service des électrodes 

Sortir chaque électrode de son tube de protection; ( 1) , 

Rincer chaque électrode à l'eau distillée ou déminéralisée en prenant soin de ne pas 
mouiller la tête isolante (2) r 

Vérsfier le niveau de la solution de remplissage de I "électrode de référence : il doit être 
situé è 5 mm environ au-dessous de l'orifice de remplissage (5). Remplir, si nécessaire, 
avec la solution appropriée : 

- solution saturée de KCI pour les électrodes de référé rice au calomel ; 

- solution saturée de KCI + AgCI pour les électrodes doubles concentriques dont l'élec- 
trode de référence est du type Ag/AgCL 

Placer l'électrode combinée ou les électrodes sur le support en résine acrylique et serrer 
modérément les vis de fi nation à tête moletêe. Ne pas fixer les électrodes au niveau du 
corps {3). 

Si l'on utilise une électrode de verre et une électrode de référence indépendantes, pren- 
dre soin de placer l'électrode de verre en retrait (quelques millimètres plus haut), de 
manière à protéger sa partie active (4) par l'extrémité de l'électrode de référence, 

5.2.2. Mesures au pHmètre 

Avant toute mesure 

Vérifier que le commutateur est sur ia position « zéro ». 

Re -, er l'appareil à une prise de terre. 

Mettre l’appareil sous tension grâce à r interrupteur. 

Attendre 10 minutes. 

Effectuer un réglage du zéro électrique : le commutateur étant sur la position <■ zéro ", 
amener, à s'aide du potentiomètre >■ zéro *, il 1 affichage ou l'aiguille du cadran sur ta gra- 
duation « zéro » de l'échelle en millivolfs. 

Afficher éventuellement la température ambiante si le pH mètre le permet. 

Brancher les électrodes au voltmètre. 

Rincer les électrodes avec de l’eau distillée, soit par un jet d'eau distillée, soit en les 
plongeant dans un bêcher rempli d’eau distillée. 

Essuyer les électrodes avec du papier Joseph du haut vers le bas, sans choquer la mem- 
brane de verre. 



Standardisation 


Plonger les électrodes jusqu'à immersion complète de ta boule de l'électrode de verre 
dans une solution tampon dont on connaît le pH. 

Placer le commutateur sur la position « pH «■. Purs, à l'aide du potentiomètre « standar- 
disation », afficher (ou placer l'aiguille sur J a graduation indiquant) la valeur exacte du pH 
de la solution tampon. 

Placer à nouveau Je commutateur sur la position n zéro *. 

Retirer les électrodes de la solution tampon. 

Rincer les électrodes a l'eau distillée. 


Mesure du pH d& la solution étudiée 

Plonger les électrodes dans la solution è étudier. 

Mettre 3e commutateur sur la position « pH 
Lire directement sur le cadran, la valeur du pH. 

Lorsque Sa mesure est terminée, ramener toujours Ee commutateur Sur la position! - zéro » 
avant de retirer les électrodes de la solution. Le commutateur doit être sur la position 
zéro entre deux séries de mesures de pH, sauf lors d'un dosage pôtentiométrique. 

Il faut toujours rincer les é ectrodes et (es essuyer au papier Joseph avant de les ranger 
dans les tubes de protection (1), L'électrode de verre est conservée dans de l'eau dis- 
tillée ou déminéralisée et l'électrode au calomel dans une solution saturée de KCL 




6. EXERCICES 



6,1, Mesure d'un pH. Calcul d'une concentration 


Exercice it ù l : 

Calculer la concentration molaire en ions H â O 4 d'un jus d'orange de pH = 3,5, Le pH 
étant mesuré à Q,Ü5 unité prés, donner lp précision du calcul. 

Exercice n c ' 2 : 

Calculer Pe pH d'une eau minérale gazeuse dont la concentration en tons H 3 0 * est 
3,2. 10" & mol, dm- 3 à 25 °C, 


Exercice n" 3 : 

Le pH du C&ca-coia® est 2,5, le pH d'un vinasgre est 2,8 le pH d'un jus de citron 2,2. 

- Quelle est la solution Ig plus acide ? 

- Comment expliquer la différence de * goût acide * au niveau des papilles gustatives ? 

- Quelle est la quantité (en mol) d'ions H,Û f présente dans un verre de 150 cm 3 de 
Coca-cola® ? 

- Quelle est la quantité ^em mol) d'ions h~0 f présente dans un verre de 150 cm 3 de jus 
de fruit préparé avec 50 cm 3 de jus de citron ? Calculer le pH de le boisson, 

Exercice n ù 4 : 

Le p H sanguin d'un patient est de 7,41, mesuré à 37 5 C. Calculer la concentration en 
moles d'ions H^O * par dm 3 de sang analysé- Justifier le choix de la température de 
mesure, 

La phosphatémie du patient étant de l r 20 mmol.dm 3 , calculer les concentrations plas- 
matiques molaires en ions hydrogénophosphates et dihydrogênophosphates pK A = 6,84 à 
3? *e_ 

Exercice n° 5 : pH d'une eau distillée 

IJ Compléter le tableau ci -contre donnant la variation du produit ionique de l'eau pure en 
fonction de 8a température ; 


&ni L (T = t v C + Z7J) 


Produit ionique 
de Veau : Ke 


0 

0,51. 

10 14 

10 

0,30. 

10“ 14 

15 

0,45. 

rg- 14 

20 

0,69. 

to 14 

25 


io - 14 

30 

1,49. 

10 ' 14 

35 

2 . 10 . 

10‘ 14 

40 

2.95, 

10- 14 

50 

5,50. 

10 - 14 

m 


10 14 

70 

15,50. 

10 ■ 14 

00 

25,10. 

10- 14 

BQ 

38,00 

10" 14 

srjo 

35, ÛO. 

!0- 14 


pKâ 


pH 


(Hfl'} (Oh-i 

m&l.dm ~ 3 mo/.aCm ~ J 
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2) Le produit ionique de l’eau est-il une fonction croissante ou décroissante de la tempé- 
rature '? 

3) Tracer la courbe pH = fl 1/T} T = t X + 273. 

4) Déterminer graphiquement ; 

- la température pour laquelle le pH de l'eau pure est égal à 7,2 ; 

- le pH de l'eau pure à 37 *C. 

5) Définir une solution acide, une solution basique, une solution neutre à 100 °CL 

Calculer le pH d'une solution qui contient 10 11 mol d'ions hydroxyde par dm ^ cette 
température, 

6) Même question â t = 20 *€, 

7) Le pH d'une eau distillée mesuré à 25 ' a € est de 5 r 4. 

- Comment expliquer cette baisse du pH par rapport au pH de l'eau pure 7 

- Peut-on considérer cette eau comme pure pour préparer des solutions ? Justifier, 

Exercice n* 6 : la réserve alcaline et le pH du milieu intérieur (extrait sujet Bac) 

1) Calculer pour un échantillon de sang artériel normal de pH - 7,42, le rapport de la 
concentration en ions hydrogênocarbonate â celle du dioxyde de carbone dissous dans le 
milieu sanguin (pK^ = 6,10). 

2) L'addition d'un acide fort sur 10 cm 3 de ce même échantillon de sang libère 5,91 cm 3 
de gaz dioxyde de carbone mesuré dans les conditions standards (0 “€ et 101 396 pas- 
cals ou 760 mmHg). 

Sachant que le volume molaire du dioxyde de carbone (ga^ non parfait) est. égal à 
22,26 dm 3 .mol 1 lorsqu'il est mesuré dans les mêmes conditions, calculer e nombre de 
millimoles d'ions hydregénocarbonates et de dioxyde de carbone dissous dans un dm 3 de 
sang. 


S. 2. Préparation d'une solution d'acide phosphorique 

Sur l'étiquette d'une solution commerciale d'acide ort hophosphorique (H 3 P0j, il est indi- 
qué : densité 20/4 = 1,70 ; % en masse ■ 85. 

1] Calculer lia concentration molaire en moles d y âc de phosphorique par dmr de solution 
commerciale, 

2) Quel volume de cette solution faut -il! prélever pour préparer 3 litres d'une solut'on 
d'acide phosphorique à environ 0,1 maLdrrr 3 ? 

3} Comment préparer 1,5 dm 3 d’une solution d'acide phosphorique â 0,1 mol d'ions H 3 0 ^ 
par dm 3 , à partir d'une solution d'acide phosphorique décimolaire. 

4) Le pH d'une solution d'acide phosphorique à 0,1 mol d'iûns H.^0 ' par dm 3 est de 1,1, 
Comment expliquer l'écart entre le pH théorique de cette solution : pH =- tog [H 3 0 + ] = 1 
et Sa valeur mesurée au pHmëtre ? 

Données : H = 1 g. mol ” 1 : P = 31 g.mol " 1 ; G = 16 g.mol " 1 



©.3. Solutions tampons 


Exerçiç^ n a 1 : préparation de deux solutions tampon phosphate 

Première préparation : donner un protocole expérimental pour préparer 1 litre de solution 
tampon phosphate à 0,025 mol. dm" 3 pH 6.8S â 20 °C par pesées de monohydrogéno- 
phosphate de sodium di hydraté (Na P HP0 4 , 2H-.Q M = 177,99 g. dm ~ 3 ) et de di hydrogène 
phosphate de potassium (KH^,F0 4 M = 136,09 g mol " 1 ). 

Quel sera le pH de la solution préparée, à 25 °0 ? 

Deuxième préparation : donner un protocole experimental pour préparer 100 cm- de 
solution tampon phosphate pH = 7,40 à 20 °C f de force oniquè 0,3 mol. dm" à partir 
de solutions mères de monohyd rogé nophosphate de sodium di hydraté (Na jHP0. p 2H.-.0 
M = 177,99 g, dm 3 ) et de dihydrogênophosphate de potassium <KH_,P0 4 M - 136,09 g, 
mol “ 1 ). 

Montrer que ce tampon est tectonique au plasma. 

Données : pression osmotique plasmatique « 800 SxP à 20 B C ; R = 8,32 J .mol " 1 K" 1 : 
pK, : 6,88 à 20 


Exercice n' s 2 : pré parai, ion d'une solution tampon ammoniacale pH 9.2 

Donner trois protocoles expérimentaux pour préparer 50 cm : de tampon pH 9,2 à partir 
de solutions mères choisies parmi les solutions suivantes : 

- solution d'ammoniac à Q r Q5 mol .dm - 3 ■ 

- chlorure d'ammonium â 0,06 mol. dm " 3 ; 

- acide chlorhydrique à 0,10 mol. dm " 3 : 

- hydroxyde de sodium à 0,05 mol. dm " 3 , 

Données : pK._ du couple acide base NH4 i / ISfH3 = 9,2 à 25 ’C. 

Exercice a* 3 : préparation d'une solution tampon acétate 

Un litre de solution tampon acétate, pH 4,65 â 20 C C , peut être préparé â partir de 
0,5 litre de chacune des solutions suivantes i 

- solution aqueuse d 'ac.de acétique â 0,4 mol .dm - 3 ; 

- solution aqueuse d'hydrûxyde de sodium à 0,2 mol. dm' 3 . 

Quelle est la concentration molaire du tampon préparé, en acide acétique et en acétate 
de sodium ? 

Exercice n D 4 : préparation d'un tampon diéthanolamme-HCl (ex trait sujet CARET) 

Comment procéder pour préparer 100 cm 3 de tampon üiéthanolamme-HCL pH 9,5 à par- 
tir d’une solution tfHCI â 0,100 mol .dm - 3 et d'une solution aqueuse de diéthanoiamine 
à 0,100 mol .dm" 3 ? 

Quelle est sa concentration en di éthanol ami ne ? 

Données : diéthanoiamine ; NH{CH ? -CH 3 0H) 2 m - d 05,14 g. mol 1 pK ; . = s.ss â 25 "C. 


Exercice rf 5 : tampon universel = Citrate - Phosphate - Borate - HCl 

Lès solutions tampons de pH compris entre 2 et 12 sont préparées à partir des solutions 
mères A et B. 

So/utrûrT 4 : 

- acide borique : H - B(ÛH) 4 , 

- acide citrique monohydraté, 

- VërongS acide, 

- di hydrogénophosphate de pot assiu m ( KH ? P0 4 ) , 

- H 2 0 distillée q s p 

Solution B : NpQH 0,2 mol -dm ' 3 . 

1} Expliquer pourquoi ce tampon - universel ■ peut être utilisé sur l'échelle de pH : 2-12. 

2) Ce tampon - universel » peut être utilisé pour étudier l'influence du pH sur l’activité 
d'une en^'me. Quel avantage apporte-t-il au mode opératoire 7 


1,767 g ; 
6.004 g ; 
5,263 g ; 
3,888 g; 
1 dm 3 . 


CORRECTION DES EXERCICES 


6.1, Mesure d'un pH. Calcul d'une concentration 


Exercice n c 1 : 

3,16 x 10 - 4 mol H 3 0 * dm - 3 

3,45 pH 5 3.55 10 " 3 ' 4& < [H 3 0 *] < lO^ 3 - 5 * 

3,55 * 10 - 4 mol. dm " 3 < |H â O +{ < 2,S2 x 10“ 4 mol -dm ' 3 

10“ 4 (3,55 -2, .82) 

Précision de 9a mesure x 160 = 23 % (valeur élevée due à la défi- 

3 ,16. 10 “ 4 nit ion I ogarithmique du pH ) 

En tenant compte de la précision [H 3 Q*] retenue = 3.2.10“ 4 mol H^0 + dm -3 . 

Exercice n® 2 , 

Calcul pH - 5.49 ; mesure au p H mètre pH = 5,50. 

Exercice n“ 3 * 

i) La solution la plus acide : le jus de citron. 


>pvriqm 


i ii 


ïri; 


2] Les acides ont une saveur » acide - générale ment proportionnelle à la [ H ..O ^ ] . Mais à 
concentration égale, les acides organiques ont une saveur plus acide que les acides miné- 
raux (pénètrent plus rapidement au niveau des récepteurs du goût] et, parmi les acides 
organiques des produits alimentaires (acide citrique, ac de târtnque. acide malique,,,), 
l'acide acétique, très corrosif, est celui qui a le caractère acide le plus marqué, 

3] 4,75,10 ” 4 mol H p*. 

4] 3,15,10" 4 mol H-Q N : pH 2,68, 

Exercice n* 4 : 

[H-.0+I = 3,89.10 s mol. dm ” 3 

IHPOJ"] 

pH = pK^ +■ 10g _ ■ 

[H, PO.] 

[HPO4 ] 

(1} — r = 3,715 

[H 2 PO j 

(2) [ HPOj ” j + [HjP 0 4 ” ] = l r 2Û mmol.dm - 3 

De (1) et (2}„ on déduit : [HPO^ - 3 - 0,95 mmoLdm -3 et [H^PÛ.. - 3 = 0,25 mmoLdm -3 . 


Exercice n* S : 

i) 


Température 
en t C 

(7 = r ! ‘C + 2 73} 1 ' 

Produit lofHQue 
de feau : Ke 

£>Kù 

pH 

1/2 pKe 

J 

ma ( .fl'm J mol.a'm " 

0 

273 

3,08.10 ” 3 

0,11. 10 H 

14,90 

7.4B 

3,32. 10 - & 

10 

283 

3,53.10” 3 

0,30. 10- 14 

14.53 

7,26 

5,40. 10 “ û 

15 

288 

3.47 10 3 

0,45 10" 14 

M.34 

7.17 

6.70. 10 6 

20 

293 

3,41.10 " 3 

o.ea. 10 14 

14.18 

7.0S 

$.26. 10 ' B 

25 

2 SS 

3,35.10” 3 

10-1* 

14.00 

7.0D 

10 7 

30 

303 

3,30. 10” 3 

1,40. 10” 14 

13.03 

6,91 

1.22. 10” 7 

36 

308 

3,25 10” 3 

2,10 10 14 

1 3,5® 

5,84 

1,45. 10- 7 

40 

313 

3.V9.10 3 

2,95. 10 14 

1 3.58 

S, 76 

1,72. 10 - 7 

50 

323 

3,00.10 3 

5.S0. 10“ 14 

1 3.26 

6,63 

2,34.10 7 

m 

333 

3,00.10” 3 

S, 55. 10 '' 

13.02 

6,51 

3,09. 10”- 1 ' 

7Q 

343 

2,91 10” 3 

15,50 10”‘ l4 

12.00 

6.40 

3,94. 10” 7 

BO 

353 

2,83.10 3 

25,10 10 14 

12. 60 

6,30 

6.00.10 - T 

30 

303 

2,75.10” 3 

36.00. 10” 14 

12.42 

6,21 

6,16. 10- T 

100 

373 

2,60.10” 3 

55,00. 10“ 14 

1 2,26 

6.13 

7,42. 10 
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iHPüJ'l 

log — = 7,41 - S, 84 = 0,57 

[H.-PO , 1 


1S 



2 ) Fonction croissante. 

4) pH = 7,20 pour 1/T = 3,5 10 " 3 t = 13 ’C : É* 37 D C pH = 6.86. 

5) T - 100 *C ; solution acide ; pH < 6,13 ; solution basique : pH > 6,13 ; solution neu- 
tre : pH = 6,13 ; pH = 1,26. 

6) T = 20 "C : solution acide : pH < 7,08 r solution basique : pH 7,08 ; solution 
neutre : pH = 6,13 ; pH = 3,17, 

7) Cette baisse de pH résulte de la dissolution de dioxyde de carbone provenant de l'air : 
cette présence de dioxyde de carbone et r augmentation en ions H 3 0* (= 4 10 ~ e 
mol.dm -3 ) sont négligeables pour la préparation de solutions. 

Exercice n“ 6 : 

[H CO '] [HCOJ 

1) log = 7,42 - 6,10 = 1.32 = 20.89 (1) 

[C0 2 ]d [C0 2 ]d 

5,91 -3 

2) [C0 2 ]d + [HCÛ 3 j = ! — = 26,55 iti n toi. dm (2) 

22.26 x 10 x 10 

De (If et (2), on déduit [CO.Jd = 1,21 mmoLdm " 3 et [HCOjr ] = 25,34 mmol.dm ~ 3 . 


6.2. Préparation d une solution d'acide phosphorique 

1) Cmspoj = || « ^ * iO 3 ■= 15 mol.dm -3 

2) Volume à prélever -(0,1/15) x 3 « 0,020 dm 3 (éprouvette). 

3) Il faut prélever 0,5 dm 3 de solution décimolaire puis compléter à 1,5 dm 3 avec de 
l'eau distillée. 

4) Aux concentrations fortes en H 3 Û k la relation : pH = - rog IH..Û + ] n'est plus valable. 

6.3. Solutions tampons 


Exercice n u 1 r 


J. Préparation : 


[HPOri 2 3 

■ - = 1 1 H PO r ] = [ h -P O 4 J - 0, 025 motd m 3 

[H^] 
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Peser nrinH 2 PQ 4 “ 136,09 r 0,025 r. 3,4Q g et m^^upçw 2 H20 " ’ 0,025 = 4,45 g 

de produits préalablement desséchés pendant 2 heures à 110- 130 X- 

Dissoudre et mettre en solut on dans 1 litre d'eau distillée, 

A 25 r C pH « 6,86, 


Z Préparation: 

[HP0| " ] 

log- — = 7,40-6,88= 0,52 

[HaPGil 


[HFOj j 
[HsPOÏ] 


3,31 


Force ionique [ * 0.3 ■ 1/2 I (C s - Z \l 

I = 1/2 ([KH 3 P0 4 ] [l 2 + l 2 ) -k [Na a HP0., 5 ] (2 x l z 4 2 2 }} 

= [KhUPÇ/,] ■+ 3[Na 7 HPÜ 4 ] = 0.3 mol. dm " 3 

On en déduit que : [KH ; P0 4 ] = 0,0275 mol dm- 3 ; |Ma 3 HP0 4 l = 0,0910 mol. dm " 3, 

Préparer par exemple. 2 sol niions mères à 0.2 mol, dm - 3 en hydrogénophosphates : 
peser l r 361 g de KH 2 P0 4 et l r 7S0 g de Na 2 HPQ 4r 2 H 2 G produits préalablement 
desséchés pendant 2 heures â 110 - 130 a C. Dissoudre et mettre en solution dans 
50 cm 3 , Prélever 13,75 cm 3 de fa solution KH 2 pq 4 et 45,50 cm 3 de la solution Na 2 HPÜ 4 
q s p 1ÜÛ envi 

La pression osmotique de cette solution tampon est : 

II = n/V - R T = (0,0275 x 2 + 0.091 x 3) x 10 J x 8,32 x 293 x 10 " 3 = 800 kPa tampon 
isotonique eu plasma, 


Exercice n c 2 : 

1) Demi-neutralisation de la solution de chlorure d'ammonium à 0,06 mol .dm - 3 par la 
solution d'hydroxyde de sodium à 0.05 mol -dm " 3 . 

Au pK 4 — 9.2 f\ 0H - lr ^ 1 ! nh-i 1 apportées par » 

Cqh - K e oh , - 1/2 C NH4 T x E NH4 „ 

^on- / ^ nh^ * = 0,6 

Volume tampon E 0hl _ + E NhW ^ = 50 cm 3 

De (1) et (2) on en dédiait : E NH4l =31,25 cm 3 ; E 0H _ = 18.75 cm 3 . 

Mode opératoire ; apporter 18,75 cm’ de solution df hydroxyde de sodium a la burette (ou 
pipette graduée à 20 cm 3 ) puis q s p 50 cm 3 avec la solution de chlorure d'ammonium. 

2} Demi-neut relisait ion de la solution d'ammoniac à 0.05 mol.dm 3 par la solution 
d’acide chlorhydrique à 0,1 mol.dm ~ 3 , 



“ J 


Ay pK A - 9,2 n .|Ci -vcrsÆts ^ n NH3 aw»n&cs par 
c hcl sE hçi = V^C^ïE^g 

Ë HO / iE NH 3 = °’ 2S 

Volume tampon + E NH3 = 50 cm 3 

De (lî et {2} on en déduit : E NH3 ■ 40 cm 3 : E HCL = 10 cm 3 . 

Mode opératoire : mesurer E iC1 _ = 10cm 3 q5p50cm 3 avec la solution d'ammoniac. 


U) 

( 2 ) 


3 ) Apporter n NH3 - n NH4+ par la solution d'ammoniac à 0,05 mol .dm 3 et par la solution 
de chlorure d'ammonium â 0,06 moi. dm " 3 . 


^NH 3 * E WH$ ^NH 4 + X E NH 4 f 
-NHâ / E nh4 +■ ■ C NH4 4- / C NH3 = 12 


Volume tampon E NH3 +■ E„ H4 v = 50 cm 3 

De (1) et {2} on en déduit : E NH4 -h - 22,7 cm 3 E NM3 =27,3 cm 3 , 

Mode opératoire ; mesurer E^ H4 , = 22,7 cm 3 q s p 50 cm : avec la solution d'ammoniac 


{ 1 ) 

(2) 


Exercice n * 3 : tampon acétate à 0,1 mol .dm 


- 3 


La solution tampon est préparée* en mélangeant volume à volume la solution d'acide acé- 
tique et la solution d’hydroxyde de sodium : demi-neutralisation de la solution d'acide 
acétique à 0.4 mol, dm" 3 par la solution d’hydroxyde de sodium â 0,2 mol. dm “ 3 . 

A la demi neutralisation : 


C fAH = C A _= 1/2 0^= 1/2 


0,4 - E 


fl H 


AH 


E ak+ 4 E oh- 


- 0.1 mol. dm 


La solution tampon est déc imol aire en acide acétique et en acétate de sodium. 


Exercice n* 4 : tampon dléthanolamine 


CH 2 -^CH 2 0H 


H N +■ H,0* + 

\ 

ch 2 -^h 2 ûb 

A 


+ ^CHj-CHjOH 


M 2 ~ Al 


\ 


ch 2 -^ch 2 oh 


AH 


+ H 2 Û 


ffâl [Al 

'^11 = 9 , 5 - 8 . 88 = °, 62 [LL 


= 4,108 


22 


IA ] (0,1 x E A - 0,1 x E Ha ) / E A + E Ha ï E a - E ho 

— = 4,16a = 


IAH] 


0,1 x E hCI / (E a + E HC |j 


hcn 


■MCI 


yriqhtet 
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E. + E |ir = 10Û cm :i 





4,168 


> 


J 


d'où : E^, = 16.21 cm- et E, = 83,79 cm 3 


Concentration de la ^plLitipn tampon en diêthanolgmine : 83,79 * 
Exercice n® S : tampon * universel * 


0.1 

0,084 mol, dm 

îüû 


-3 


- Les pK des diverses fonctions ionïsables des constituants du tampon (pK A : 3,13, 
4,76, 6,40 pour l'acide citrique : pK A : 7,2 pour K!LP0 4 ; pK A : 9,20 pour 8'acide dorique) 
s'échelonnent régui èrement sur Péchelle de pH : 2*12 et vont pouvoir, en fonction du 
rapport solution A /solution B exercer un effet tampon jusqu'à 2 unités pH de part et 
d'autre du pK. 

— Quel que soit le pH, ce sont les mêmes espèces ioniques qui sont mises en présence 
de l'enzyme ; seule la force ionique do milieu change au cours de l'étude de l'activité 
enzymatique en fonction du pH, 
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Le but de cette manipulation est : 

- de maîtriser une technique simple, rapide, efficace pour analyser un mélange 
ou vérifier la pureté d'un composé ; 

- de dégager les différents temps d'une analyse chromatographlque ; 

- d'étudier l'Influence de la structure d'une molécule sur le comportement 
chroma tograp h ique. 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

* phase stationnaire et phase mobile ; 

* polarité d'un solvant ; 

* phénomène d'adserptfon ; 

* chromatographie par développement ; 

* Rf; 

* témoins. 


1. PRINCIPE 


La chromatographie sur couche mince est un exemple de chromatographie solde-liquide 
OÙ le phénomène d'adsprption peut être considéré comme prédominant. Chaque soluté 
est soumis à deux forces : 

- une force d'entraînement par adsorptlon sur l'adsortant fixe polaire ; 

- une force d'entraînement par l'èluant plus ou moins spolaire, L’élu ant est composé 
d’un solvant vecteur peu polaire et peu visqueux et d'un solvant actif plus ou moins 
polaire dont II faut rechercher la proportion idéale pour obtenir une bonne séparation des 
solutés. 

On analysera le comportement e h rom al ogra phique, en prenant l 'exemple du phénol et de 
ses dérivés, en fonction de la composition de l'éluent. 

On appliquera la technique, en utilisant des témoins, É l’identification des acides aminés 
dans des milieux biologiques divers (Jus de fruit, bouillon de viande...). 
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2. REACTIFS ET MATERIEL 


2.1. Matériel de base 

* Plaques de gel de silice à découper en fonction des dimensions souhaitées. Epaisseur 
Û,2Ü mm, format 20 k 20 cm. Référence Merck 5553. 

* Plaques de gel de silice avec indicateur de fluorescence. Référence Merck 5554. 

* Cuves : 

- standard pour plaques 20 x 20 cm et 20 x 10 cm, Référence Prolabo 061.67005 ; 

- pour essai rapide ■ cuve chromajer pour plaque 20 h 5 cm. Référence Prolabo 
0616800B. 

* A défaut, pots de confiture avec couvercle hermétique, 

* Capillaires obtenus par étirement de pipettes Pasteur. 

* Ampoules à décanter et support. 

* Thermoventilateur, 

* Gabarits pour dépôts 20 x 20 cm. Référence 051 A70245-00. 


2,2. Pour la manipulation fl) 

* Solutions : 

- solution de phénol à 5 g. dm " 3 ; 

- solution dforthonitrophénol à 2 g. dm ' 3 ; 

- solution de paramtrophénol à 5 g. dm ' 2 . 

* Solvants : hexane et acétate d'éthyle (voir p. 29}. 

* Lampe ü y 254/365 nrn. Référence QSI A764I0Ô1 avec statlf réi 0SS A 7641084. 


2.3. Four la manipulation (2) 


* Solutions : 

- Solutions à 2 g. dm - 3 de Proline. Arginine, Glycocolle. acide gJutamique r Vgline. 
Tyrosine ; 

- jus de citron, d'orange, de tomate... ; 

- extrait de tablettes de bouillon de bœuf ; 

- solution de ninftydrinç g lg/çm ' 3 de butanql. 

* Solvants : butanol. acide acétique (voir proportion p. 30). 

* Pulvérisateur. 
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3. FICHE TECHNIQUE 


3,1. Les différents temps 


Toute séparation chromaitographique analytique peut être schématisée par le diagramme 
suivant , 


Préparation de là phasa mobile, 
des échantillons ei du support 

i 

Dépôt des écharpions 


ï 



3 . 2 , Procédures expérimentales 

3.2.1 . Préparation des solvants 

- Opérer sous hotte vent siée. 

- Préparer les mélanges en ampoule à décanter dans les proportions souhaitées, biert 
agiter et laisser reposer. 

3.2.2. Prêcottéitlomr&mmt 

- De la plaque : laisser séjourner préalablement les plaques de gel de silice 15 minutes 
à l'étuve réglée â + 105 “C pour Ses réactiver. 

- De la cuve : saturer pendant 30 minutes la cuve avec la phase mobile, 

3.2.3. Préparation des plaques 

- A 2 cm du bord inférieur, tracer finement, au crayon une ligne en prenant soin de rie 
pas entamer la couche, Y indiquer les points de dépôt qui seront espacés d'environ 1 cm 
en laissant 2 cm au* extrémités pour éviter les effets de bords. 
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- Porter toutes les indications au crayon en haut de la plaqua. 

- Manipuler le moins possible la plaque avec les doigts pour éviter toute empreinte qui 
pourrait apparaître à la révélation. 


3.2,4, Dépôts 

Ils Influencent beaucoup la qualité de la séparation. Le dépôt idéal est le plus petit 
possible car une diffusion de la migration est inévitable : 

-en surface, pour éviter la superposition de spots peu séparés (on ne dépassera pas 
3 mm de diamètre) : 

- en quantité, pour éviter de dépasser la capacité de charge de la couche mince. 

La solution est déposée au moyen de capillaires très fins sur la plaque que l'on veillera à 
ne pas api mer, par petites quantités successives pour permettre au solvant de s’évapo- 
rer, On pourra accélérer l 1 évaporation entre deux dépôts en utilisant un themioventilateur. 


3.2.5, Développement 

- Introduire la plaque dans la cuve saturée de vapeurs de solvants en la faisant plonger 
de 1cm dans la phase mobile. 

- Refermer la cuve et en contrôler l'étanchéité. 

- Faire migrer la phase mobile jusqu'à 1cm du haut de la plaque. 

- Sortit la plaque et répéter au crayon la position du front du solvant, 

3.2.6. Révélation après séchage de la plaque 

- Soit directement par observation en lumière ultraviolette si a plaque renferme un indi- 
cateur de fluorescence ; les substances masquent cette fluorescence et les sports appa- 
raissent sous forme de taches sombres. 

- Soit après pulvérisation d'un réactif adéquat qui entraîne la formation d'un dérivé col- 
oré- Veiller g réaliser une pulvérisation légère. Entourer chaque spot par un léger trait de 
crayon. 


3.3. Manipulation (1) : analyse de composés aromatiques 

* Préparer les phases mobiles suivantes ; 

- phase L : hexaneacétate d'êthySe 3 V - IV ; 

- phase 2 : hex ane-acétate d'éthyle 2V - IV ; 

- phase 3 : acétate d'éthyle pur. 

* Déposer sur des miniplaques de 4/ fi cm avec indicateur de fluorescence deux gouttes 
des solutions de phénol, paranîtro phénol et orthonitrophénol. 

* Laisser migrer. 

* Entourer les spots jaunes dès la sortie de la plaque, 

* Observer en lumière ultraviolette à 254 nm. 



3. 4, Manipulation (2) : séparation d'acides aminés 


■* Préparer la phase mobile btüanol - acide acétique - eau 4V - 2V - IV. 

* Déposer deux gouttes des solutions témoins. 

* Déposer une goutte des jus de fruit filtrés., 

* Déposer une goutte do l’extrait de bouillon do viande obtenu do la manière suivante : 

- peser 5 grammes d'une tablette de bouillon et faire une extraction avec 20 cm 1 ' d’eau 

- filtrer l’extrait ; 

- le décolorer par du noir animal. 



4. EXPLOITATION DES RÉSULTATS 


4.1. Calculer les Rf de tous les spots obtenus 


4.2. Comparer le comportement chromatographique 
du phénol et de ses dérivés 


Interpréter les résultats en fonction de la polarité de la phase mobile et de la structure 
des solutés. 

4.3. Identifier les acides aminés présents 
dans les mélanges analysés et discuter 
les résultats obtenus 
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5. EXERCICES 


Exercice rf* 1 : 

Comment pourrait-on évaluer la limite de détection de la technique ? 


Exercice n c Z : 

Le CCM permet de mettre au point des expériences c hrom atographiq ues réalisables sur 
colonne. Si on traite un mélange phénol:, orthonitrophénql et paranitrohènol par chromato- 
graphie sur colonne en phase réverse (phase fixe apolaire et phase mobile polaire) quel 
sera l'ordre de sortie des solutés ? 

Exercice n £ 3 : 

Comment peut-on réaliser une révélation spécifique de I ■arginine, de la tyrosine, de la pro- 
line ? Une révélation des glucides, des lipides ? 


CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice n D 1 : 

Phénol, paranitrophénol puis orthonitroptiénol. 

Exercice n* 2 : 

- Révélation spécifique de l'arginine : réaction de Sakaguchl. 

- Révélation spécifique de la tyrosine : réaction de Gerngross. 

- Révélation des glucides : réaction de Molisch. 

- Révélation des lipides : fixation d'iode ou Indicateur de fluorescence spécifique. 

Exercice n* 3 : 

Nombre de plateaux théoriques N 


N - 16 


(distance de migration 
l largeur du spot 


Ticiht 


largeur du spot 
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ANALYSE D'UN CORPS GRAS 

PAR DÉTERMINATION 
DE SES INDICES 
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Le but de la manipulation est de caractériser un corps gras par la détermination de ses 
indices d'acide l A , de saponification l g4 d'ester l £( d'iode 

Les corps gras - liquides, quand il s'agit des huiles (d'arachide, d'olive, de ricin, de 
lin,.«) 4 - ou solides, quand il s'agit des beurres, des graisses et des margarines, sont des 
esters naturels 'ils dérivent, pour la majeure partie d'entre eux du glycêrol et de diffé- 
rents acides carboxyliques à longue chaîne carbonée appelés acides gras. Ce sont des 
triglycérides ou triacyfgtycêrols. 

Ainsi : 

- la tributyrine (ou tributanoylglycérol) du beurre est un triester d'acide butanoïque et de 
glycêrol ; 

- la triûléine (ou triûléylglycérol) des huiles végétales est un triester d'acide oléique et de 
glycêrol ; 

- la trjpalmitine [ou tripalmitoylglycérol) présente dans de nombreux corps gras est un tri- 
ester d'acide palmitique et de glycêrol ; 

- la tri stéarine (ou tristéaroy Igly cérol) qui est utilisée pour 8a fabrication des bougies est 
un triester d'acide stéarique et de glycêrol, 
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t ürmules développées de Inglycérides 


Etude comparative de la composition en acides gras de 3 corps grès naturels de l'alimen- 
tation (d'après Lehninger) ; 


% acides gras saturés % acides gras irtsaturàS 

/ acides gras totaux ! adôês gras refaire 



C4-C 1 2 

CM 

Cl B 

Cl& 

Cl 6 + CM 

Huile d'olive 

<■2 

< 2 

13 

3 

80 

Beurre 

11 

10 

26 

11 

40 

Grasse de bœul 

<.2 

<2 

£9 

21 

46 


Ces corps gras sont des mélanges de diacylglycérol s. 

L’huile d'olive, riche en acides gras insaturês, est liquide â la température ordinaire, alors 
que, dans les mêmes conditions de température^ ta graisse de bœuf, riche en acides 
gras saturés, est solide et que le beurre, riche en acides gras à courtes chaînes* a une 
consistance molle, 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

* estérification ; 

* saponification, hydrolyse ; 

* masse molaire des triglycérides ; 

* acides gras insaturés ; 

* degré d'insaturation ; 

* addition sur double liaison ; 

* dosage des solutions d'iode par thiosulfate. 

Pour les dosages envisagés cl-dessous, il est important d'insister sut les con- 
signes de sécurité à respecter pour le stockage et l'utilisation : 

* des produits corrosifs ’ KOH alcoolique ; réactif de Wijs ; 

* des solvants organiques : effets toxiques liés â leur affinité pour les phos- 
pholipides du système nerveux (solvants : isobutanol-éthanol ; tétrachlorure de 
carbone) ; effets toxiques liés à leur pouvoir cancérogène en expérimentation 
animale en ce qui concerne le tétrachlorure de carbone. 


1. PRINCIPE 


m 


1.1. Indice d'acide i A 

Définition : l'indice d'acide d'un corps gras est la quantité de potasse exprimée en milli- 
grammes, nécessaire pour neutraliser l'acidité contenue dans un gramme de corps gras, 

La teneur en acides libres des corps gras (graisses, beurre, huiles) augmente avec le 
temps. 

Principe de la mesure : l'indice d'acide est déterminé par dosage direct ou indirect, â 
l'aide de potasse alcoolique de concentration connue, le corps gras étant mis en solution 
dans un solvant organique à une concentration voisine de 4Û g. dm ” 5 . 


X 0 

3 _ ç ' 

+ Ot-i - 

R-C^° 

x OH 


D'- 

acide gras 

KQIH en solulion 
alcoolique 

ion carboxylate 


le dosage direct a r?eu en présence de phénofphtaiéine : virage de r incolore au rose. 
Mais la présence de la potasse alcoolique dans la burette constitue un inconvénient : 
rodage qui grippe rapidement. 

Lors d'un dosage indirect, le corps gras est dissous dans un excès précis de potasse 
alcoolique. L'excès est dosé par une solution d'acide chlorhydrique de concentration con- 
nue, en présence de phënolphtaléine : virage du rose â l'incolore. 


1.2. Indice de saponification : l s 

Définition : l'indice de saponification d'un corps gras est la quantité de potasse exprimée 
en milligrammes, nécessaire pour neutraliser lès acides gras libres et pour saponifier les 
acides gras combinés présents dans 1 gramme de ce corps gras. 

REMARQUE : cette quantité varie nécessairement avec ta masse molaire des acides g ta s 
consrituanï le corps gras : plus ta masse molaire est élevée, plus l'indice de saponifi- 
cation est faible, et inversement. L'indice de saponification est donc une mesure indi- 
recte rie la masse molaire moyenne des acides gras du corps gras analysé. 

Principe de la mesure : si l'on porte à ébullition m grammes d H un corps gras en présence 
d'un volume connu et en excès d'une solution étalonnée de potasse alcoolique, il se pro- 
duit une saponification du corps gras : 



righted mater! al 


3 OH “ 


CH P 
■ ^ 


O - C - R, 


CH . - OH 



9 

CH - O - 6 — H ? + 


► CH - OH 


R, 


G 


- C 




O 


i o 

CHg - O - C- R : 


CH - - OH 


corps gras 
triacylglycérol 
(Iriaster du glycèrol} 


KOH en solution 
alcoolique 
an excès précis 


glycéral 



O" 


cariroxylates 
de potassium; 
(savons) 


La saporificatian des esters est une réaction totale (irréversible) ; lente â température 
ordinaire, efüe a lieu en 30 à 60 minutes par chauffage à ébullrtion, 

La potasse réagit avec les acides gras libres du corps gras et avec les acides gras libérés 
au cours de ia saponification, pour former des savons. 

En dosant par une solution d'âCde chlorhydrique de concentration connue, et en 
présence de phënolphtaléine, la quantité de potasse non combinée, on peut connaître 
i dosage en retour}, la quantité de potasse ayant réagi avec la matière grasse. 

Estimation do r altération des corps gras : l'altération des corps gras est fonction de leur 
structure chimique : 

- les triacylglycérols qui les constituent, peuvent s'hydrofyser en donnant des di ou des 
mono-giycérides et des acrdes gras ; 

- les chaînes insaturëes des acides gras peuvent réagir avec l'oxygène de l'air pour don- 
net des produits d'oxydation responsables du ■■ rancissement ■■ des corps gras. 

L'acidification des corps gras peut avoir lieu avant leur production, par voie enzymatique 
(mauvais stockage des produits végétaux ou des tissus animaux d'origine), Elle peut SP 
produire après leur conditionnement par hydrolyse chimique ou enzymatique. 

Les acides gras libres ont un goût désagréable : par exemple - goût de «• savon » des 
biscuits et gâteaux quand des acides gras à courte chaîne s'accumulent. 

Les corps gras contiennent moins de 0,5 % d'acides gras libres, Dans certaines condi- 
tions, ces taux peuvent être multipliés par 10. Les corps gras ne doivent pas contenir 
plus de 1 % d'acides gras libres pour être comestibles. 


L'altération d'un corps g ras peut être estimée par le calcul du pourcentage 


x 100. 



1.3. Indice d'ester : l E 

Définition : l'indice d'ester d'un corps gras est la quantité de potasse exprimée en mil» 
li grammes* nécessaire pour saponifier les acides gras combinés présents dans un 
gramme de corps g ras : l E = l s - l A , 


1.4. Indice diode : I, 

Définition : l'indice d’iode d'un corps gras est la masse d'iode, exprimée en grammes* 
que 0'on peut fixer sur 100 grammes de ce corps gras. 

L'indice d'iode est une mesure de l ‘insaturation du corps gras, En effet* seuls les com- 
posés in saturés sont susceptibles de fixer l'iode par addition, Cet Indice augmente en 
même temps que Sa proportion des acides gras non saturés. L'indice d'iode est constant 
pour une matière grasse donnée. 

Principe! d# la mesure : te diiode l 2 se fixe lentement sur les doubles liaisons. A l'inverse, 
les composés halogènes de l'iode réagissent rapidement. 

.Méthode de Wijs : le réactif utilisé est du chlorure d'iode en solution dans de r acide acé- 
tique. Présenc e de catalyseurs : acétate merc urique par exemple. 

Le lipide est en solution dans un solvant organique qui rie doit pas réagir avec le réactif 
de Wijs. 

Consignes de sécurité 

En raison de ta très grande toxicité du tétrachlorométhane ou tétrachlorure de carbone : 
ccs 4 , par inhalât ion * ingestion ou contact cutané, il est fortement recommandé de ne pas 
utsliser ce solvant organique pour solubiliser les graisses et les huiles et de le remplacer 
par un solvant moins tonique ■ fluorocarbone 113. trlehloro-1, l, 1 éthane ou eyeloftexarte 
r d'après doc ument Merck). 

« Fixation de l'iode 

ICI se fixe sur les doubles liaisons des acides gras, selon 3a réaction : 

R - CH = CH - R' + ICI R - CH - CH - R' 

Chlorure diode | J. 

en excès c 

Le réactif de Wijs est apporté en excès pour que la réaction soit totale. 

L'excès de ICI réagit ensuite avec de P'Iodure de potassium {Kl) pour former du diiocfe 
suivant ta réaction : 


I" + ICI— - ►Ig + ci- 

ion iodure 

Kl est ajouté en excès {éprouvette) afin de solubiliser le diiode formé, insoluble dans l'eau. 



On dose l'excès d'iCI sous forme de diiode. 

L' addition d'une mofe de ICI sur une double liaison des acides gras équivaut ainsi à 
l'addition d'une- mole de diiode, 

* Réalisation d'un témoin 

Il faut faire la mesure du ri i iode formé lors de l' addition de Kl au réactif de Wijs : 

- en présence (dosage proprement dit) de matière grasse : 

- en absence (témoin) de matière grasse. 

Il est ensuite facile de calculer, par différence, la quantité de diiode qui a été fixé par la 
matière grasse, 

» Dosage du diiode libéré après addition de ! 'induré de potassium (M) 

Le diiode (l a ) présent dans rerlemneyer du dosage et dans l'erlenmeyer du témoin est 
dosé par une solution de thiosulfate de sodium (étalonné préalablement par un produit 
pur pour analyses : *K~Cr ; 0 T ou Kl O-, en milieu acide) ; 


Réduction du diiode : l 2 

Oxydation du thiosulfate : 

+ 

9 

2e- 

s 0 2 - 

2 1 - 

— -fc- n 2 - +■ ? p - 

■L- 



BiËarc : \ y 

4- 

-j 5 o 2 ■ 

^ 2 F ~ +- S O 2 " 

■ 

ion thiosulfate 

ion 

téfrathignate 


Au cours du dosage, la solution de d iode dans Ki se décolore progressivement, le diiode 
étant réduit par le thiosulfate (solution brune — » jaune de plus en plus pâle — ► incolore). 

A la fin du dosage, c'est-à-dire à l'équivalence, les deux phases doivent être incolores, il 
n’est pas nécessaire d’ajouter de l’empois d' amidon ou du thiodène, en fin de dosage. 


2. RÉACTIFS 


* Potasse a/cooMptre ê fa concentration voisine de 0.2 mol .dm - 3 (à préparer ex tempo- 
ranément) ; 

- KOH pure pour analyses en pastilles (d ssoudre dans le minimum d’eau) : 13 g ; 

- éthanol q s p : 1 000 cm j . 

• Corps gras à analyser ( indice d’acide : indice de saponification) : 

- corps gras ftridémê huilé d’olive vierge,,.) : 40 g ; 

- isobutsnol-éthanol j volume à volume) q sp : 1 000 cm K 


TlClrll 


* PhênQlphtaiêine : : 0..q - 1 bis (hydroxy - 4 phênyl) - 3,3 phtalanne. (Mass# 

molaire = 313,21 g. moi " 1 , soit 100 rrg = 0,315 mmol}. 

Préparation d'une s otution à 1 g. dm ~ 3 { normes AFNQR } : dissoudre, en agitent, 0,25 g 
d'indicateur en poudre dans de s 'éthanol (95 % v/v) à ta température ambiante. Amener le 
volume à 200 cm 3 environ avec de l'éthanol et ajouter Q h 2 cm 3 d'une solution d' acide 
acétique de concentration molaire voisine de 1 mol, dm- 3 (cette addition permet d'éviter 
le rosissement de la solution conservée dans des flacons en verre), Compléter le volume 
à 250 cm 3 avec de l'éthanol et homogénéiser, 

* Solution d'adde chlorhydrique de concentration molaire voisine do 0.2 mol. dm " 3 , 

* Soh/ant isobutenoi-êthanci (volume â volume). 

« Réactifs de Wijs ; réactif commercialisé, prêt â l'emploi. 

* Solution d'iedure oe potassium à 100 g, .dm “ 3 . 

* Thiosulfate de sodium â la concentration molaire voisine de 0.2 mol -dm " - T . 

* Tétrachlorure de carbone ou solvant de remplacement. 


3. MODE OPÉRATOIRE 


Le corps gras à analyser est : 

- en solution, à la concentration de 40 g.dm ~ 3 . dans un solvant isobutanol-éthanol pour 
la détermination de l A el l s ; 

- à l'état pur pour la détermination de I,, 


3,1. Indice d'acide : \ A 


3.1.1. Essai 

Dans un erienmeyer de 150 cm 3 , introduire r 

- E- = 10 cm 3 de KO H alcoolique de concentration molaire voisine de 0,2 mol, dm " 3 
( poire d'aspiration) ; 

- E =10 cm 3 de solution de corps gras à la concentration de 40 g, dm - 3 dans du 
solvant isobutanol-éthanol {poire d'aspiration) : 

- 2 gouttes do phénoiphtaiéine. 
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Doser par une solution d'acide chlorhydrique de concentration molaire voisine de 
0,2 moi. dm - 3 , en agitant constamment, Jusqu'à déco! osât ion stable pendant une trentaine 
de secondes. Utiliser une semi-mic roburette (capacité 10 cm 3 , subdivisions 0.05 cm 3 ). 

REMARQUE : éviter Se stockage individuel de KOH alcoolique afin de limiter la carbona- 
tation du réactif. 

3.£.2 V Témoin 

Dans un arien meyer de 150 cm- 1 , introduire ; 

- E 2 = 10 cm 3 de KOH alcoolique (poire d'aspiration) ; 

- E = 1Û cm 3 de solvant isobut anol -éthanol {éprouvette) ; 

- 2 gouttes de phénol phtalëi ne. 


3.2. Indice de saponification : ï s 


La saponification est réalisée dans un * bai- 
ion à saponification » : ballon surmonté d'un 
réfrigérant à air de 1 m de hauteur, monté 
par rodage ou par bouchon caoutchouc (ne 
pas utiliser de graisse de rodage K 

3.2.1. Essai 

Dans un ballon à sapon fi cation, introduire : 

- E 3 = 20 cm 3 de potasse alcoolique 
de concentration molaire voisine de 
0,2 mol -dm 3 (poire d'aspiration) : 

- E = 10 cm 3 de solution de corps gras à 
la concentration de 40 g.dm ~ 3 dans du 
solvant isobutanol-ét hanoï (poire d'aspira- 
tion). 

Adapter et fîaer le réfrigérant à air. 

Porter au bain-marie (® 100 °C) pendant 
45 mn, 

Agiter fréquemment 

Les vapeurs de solvant doivent se con- 
denser dans la moitié inférieure de la 
Canne de verre ; 

- Ajouter 2 gouttes de phêinoSphtalé-me. 
Doser par la solution d'acide chlorhydrique 
de concentration voisine de 0,2 mol, dm ~ 3 , 
en agitant constamment jusqu'à décolo- 
rât on stable pendant une trentaine de sec- 
ondes. 


Essai Témoin 



Fig, 3.2, Schéma du mantiigc d'unu saponification 



3.2,2. Témoin 

Opérer rigoureusement dans les mêmes conditions que l'esse* : 

- E 4 = 20 cru 3 de potasse alcoolique de concentration mol aine voisine de 0,2 mol .dm - 3 
(poire d'aspiration) ; 

- E = lû cm 3 de solvant isobutanol-éthanot (poire d'aspiration). 


3.3. Indice d'iode : 1, 


3.3.1, Essai 

Dans un tube à peser, peser une masse ex acte , voisine de 0,2 g de corps gras à analyser, 

Dans une fiole d’erienmeyer bouchant émeri, introduire : 

- Je tube â peser contenant le corps gras ; 

- 20 cm 3 de tétrachlorure de carbone ou d’un autre solvant (éprouvette). 

Consignes de sécurité 

- Travailler sous la hotte à aspiration. 

- Refermer Immédiatement la fiole d'erlenmeyer et le fisc on de solvant. 

- Eviter toute inhalation, 

- Eviter tout contact avec la peau et les yeux (usage évent uellement de gants ; port de 
lunettes de protection obligatoire), 

- Travailler loin de toute source de chaleur, 

- Me pas rejeter à l'évier les .solutions de travail contenant du tétrachlorure de carbone 
ou un autre solvant de remplacement. Rassembler ces solutions dans des récipients 
métalliques clos et étanches étiquetés fcf, flacons de récupération Merck...), 

Agiter, en évitant toute projection sur le bouchon, pour dissoudre le corps gras dans le 
solvant, 

Ajouter : E. =20 cm 3 de réactif de Wijs (poire d'aspiration). 

Maintenir la fiole d'erlenmeyer bouchée, a l’obscurité pendant 20 ê 30 minutes, en agi- 
tant de temps en temps. 

Ajouter 100 cm 3 d'eau distillée. 

Ajouter 20 cm 3 de Kl à 10 û g, dm ~ 3 , 

Doser le diïode formé, par une solution de thiosulfate de concentrât! en molaire connue, 
voisine de 0,2 mol. dm _a . 

Entre deux apports de la solution de thiosulfate versée a la burette, boucher ta fiole 
d’erlenmeyer et Agiter énergiquement afin de former une émulsion entre les deux phases 
en présence (phase aqueuse supérieure et phase organique Inférieure), il faut extraire le 
diiocle qui se concentre dans le tétrachlorure de carbone ou le solvant de remplacement, 

En fin de réaction, les deux phases doivent être incolores. L'emploi de thiodène est 
inutile. 



3.3*2. Témoin 

Opérer d'une manière rigoureusement identique. 

□ans une fiole d'erienmeyer bouchant émeri, introduire 

- 20 cm 3 de tétrachlorure de carbone ; 

- E 2 - 20 cm 3 de réactif de Wijs. 


3.4. Questions 

1} Déterminer, à partir des résultats expérimentaux obtenus, les indices du corps gras 
analysé : I A ; l s ; 

2} A partir de l'indice de saponification (l s ) et de l’indice d'acidé (l A >, déduire l’indice : l E . 
3} Conclure sur Sa nature du corps gras analysé. 

- Le corps gras est-il pyr ? Calculer, éventuellement, le pourcentage de moles d’acides 
gras libres pour 1ÛÛ moles d'acides gras libres et estéri fiées ; (l A / y x 100. 

- Si le corps gras est un triglycéride mixte : calculer la masse molaire du triglycéride 
analysé. Calculer le nombre de doubles liaisons par mole d’acide gras. 

- Si le corps gras est un triglycéride simple : calculer les masses mola r es du triglycéride 
et de son acide gras. Calculer le nombre de doubles liaisons par mué d'acsde gras. 
Donner la formule moléculaire du triglycéride, 


4. TECHNIQUE : calculs 


Les concentrations C sont exprimées en mol .dm " s et Ses volumes en Cm 3 


4.1. Détermination de (Indice d'acide : i A 


Témoin à l'équivalence : 

n QH aisparlAiss, par E J; KQH j 
C ÜH _ X X lü ' 3 


3 IOO +■ ftinKirlées par HCl 
C H3Û - * V TH3Û + X ' i 


''-'hJO ‘ ^TH3Û + 




Dosage è l'équivalence 


n 


OH - combinées au corps gras 


n OH - Mpoanûc& psr E 1 1 . K OH j ^OH - en e*ces 


^OH - combinées ai corps gras r '^QH- x ^L ^H30 i X ^DH3Û^ 


n ü h - eomtim£*s au sur ps ^rüü ^ ^ 


.-S 


■C x V 

H 30 + TH30 + 


E. 


* E i C HâÛ4 X ^DH3Û + 


^ÙH- combinées au coi p£ @f£s * ^H3f> + 


2 

■'E. 


_ ;.; V - V 
_ y TH30 i v DHâO + 


I - f 
'A + 


/e l 

X H 30 t ^DHIP 4 

', E = 


\ M ■ 1 Û" 

HO H * 


E x 40 


M 


KÜH 


I = c (V _ y \ ___ 

A +■ 1 T H 30 * 0H3O 4 1 û,4 


Pour M koh = 56,1 g, mol 


-î 


56. i 

U 0 .4 ^ h3Ci - ' V ÏH3Û 4 ~ V DH30 + ■' 


4,2* Détermination de l'indice de saponification : I, 


Témoin à l'équivalence ; 

n 


OH - apportées par E^CKÛHj 


n 


HSü + apportées par HCI 


C 0H _ K E 4 K 10 " 3 


C x V x IG " 2 
t A v T H 3D -r A - LU 


^H30 i * ^TH30 


'OH- 


Dosage à l'équivalence : 


n 


OII curntiiiic'irs ;i.i:h : i:: :■- . 


1 OH - spuortées par E3-KÛH> fl OH - en exoés 


M 


'oh -combinées »JX üciaes gras ^ J l^OH - x ^3 “ ^H30-» x ^DIGO - ■ 
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i:cNiïbiri(k::.; aux ©i.:i i Irjy grAs 


■' + K ^1430 - 


v F - C y U 

3 H 3 D +- OH 30 + 


H = '1 O x C 

OH - combinées ouk acutes £f46 H30 +■ 


E 3 

— y V - V 

tu an - dh3ü f 


— P 

's " J H 3 O I 


1 E 3 

— X V - V 

TH:30 i DH30 + 

\ E 4 


\ M - 1Û" 

KO H 


E k 40 


M 


I* O : .r j r -, , ( ^'Vui Oj"'. . 


KOM 


S K3Û + ' T TH3Ô - 1 ÙH30 * * 0 .4 


Pour M koh = 58 r l g. moi 


- 1 


u = 


56,1 

r. (V - V \ 

0,4 HM+ lt 1H30- dh3o + j 


Détermination de la masse molaire du corps gras s "If s'agir d'un triglycéride : 

10- 3 * U 

Nombre de males de KO H ayant saponifié 1 g de triglycéride : 


56,1 


D'après l 'équation de saponification n 0H _= 3n f1g | >&eKdc . 


Nombre de moles de triglycéride correspondant a un gramme de produit : 


10 3 k l 


s 


3 x 56,1 


Masse d'une mole de triglycéride (M g, moi ~ L ) : 


3 x 56.1 
10 - 3 x l c 


4.3. Indice d'iode : I, 


- Dans ce dosage une mole de chlorure diode correspond à une mole de diiocle, 
tfob : n ICL = n, et C ia = €,^ 

- D'autre part , d'après l'équation de réduction du diiode par le thiosulfate : 

n i., = n s20 3 2 


Témoin ; \\ * 1/2 n c 


1, Aisées 


S203 


C |CL X E acL x 10 3 - 1/2 - x V T x 10 


2 - 


i-3 


3oDvriohtec 


al 



d'où ; C KX - 1/2 C 


Dosage 


rïüflrâeB par le cor^ gras 


n l " L p;?r H n i2 oosévs par S a Og ' 


12 fixées par le Goripa gras 


lO- a (C, C LXE uC L-l/2C aa0 ,-KV D ) 


-3 tl 

n 12 Nhëés parte rorpafiras “ 10 ( 1/2 2 - K V T * t ” 1 ^ 2 C c „ a 2- X V »> 


.1 100 
*1 - m gl2 hxêes par im .Ç. de- ■ ■ ir :: -, gi flfl. ~ ^ ^§203 2 ” V&î X ^2 X TiïJ 


S203 

l ( = 12,7 x— — <V T -V D ) 


L'indice d'iode Ig permet de calculer ile nombre de doubles liaisons par molécule d’acid© 
gras (soit fVt g. moi “ \ la masse molaire du corps gras pur] , 

Le nombre de moles de diiode ( n |2 ) fixées sur 100 g de corps gras pur est : 


n ' î_ M, 


Le nombre de moles de diiode fixées sur une mole de corps gras pur est égal 1 au nombre 
de doubles taisons (n h ) présentes par mole de corps g ras : soit : 

I, 3C M 

n i= — 

25 4 x iOÛ 
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5. EXERCICES 


Exercice rf 1 : calcul des indices 

Calculer les indices d'acide l A , de saponification t s , d'ester l E et d'iode l t des corps gras 

suivants : 

- acide Imolénique : CH a -CM r CH=CH-CH 2 -CH=CH-CH 2 -CH=CH-(CH 2 ) 7-CÛOH (M = 278 g.mür 1 ) 

- acide stéarique : CH r (CH 2 )t6-C00H (M - 284 g.mol - f ) 

O 

11 

- trVpalmitine : CH a -0-C-iCH a } 14 -CH a (U = fl08fl.mû|- 1 ) 

O 

CH-O-C-fCH^i „-C Hj 
O 

CH a -0-O-{CH 2 } l4 -CH 3 

- lindéale de cholestérol ; cholestérol M = 307 g. mol ' 1 ; acide linoléiqué M = 2BD g. mol " L 


Exercice n fl 2 ; détermination de la formule moléculaire d'un triglycéride simple et pur 
On a déterminé l'indice de saponification d'un triglycéride : l s = 190, 

Déterminer les masses molaires de ce triglycéride et de son acide gras. 

Donner 8a formule moléculaire de ce triglycéride. 


Exercice n° 3 : détermination de la formule moléculaire d'un triglycéride pur el optique- 
ment («actif 

A partir des résultats expérimentaux suivants, déterminer ta structure et nommer le trigly- 
céride analysé ; 

1) On traite 3.552 g du triglycéride par 20 cm 3 d'une solution de potasse alcoolique de 
concentration molaire égale à 1 mol. dm " pendant une heure, au bain-marie. 

L'excès de potasse alcoolique est dosé par 8 cm 3 d'une solution H 2 S0.. de concentration 
molaire égale à 0.5 mol .dm - 3 . 

En déduire la niasse molaire (M g. mol " 1 ) du triglycéride. 

2) On traite 4.44 g du triglycéride par 10 cm 3 d'une solution d'iodé de concentration mo- 
laire égale à 1 mol.dim “ 3 . 

Le diiodé en excès est dosé par 10 cm 3 d'une solution de thiosulfate à Sa concentration 
molaire de 1 mol. dm ' 3 . 

En déduire le nombre de doubles liaisons (n J. 

A partir des résultats expérimentaux suivants, proposer une structure pour le triglycéride 
analysé. 


Exercice n c 4 ; estimation de l'altération d'une matière grasse 

1) 5 g de matière grasse nécessitent 5,5 cm 3 dé potasse alcoolique à 0=5 mol .dm - 3 pour 
neutraliser les acides gras libres, 

2) i g de matière grasse, nécessite, d’autre part. 11,3 cm 3 de potasse alcoolique è 
0,5 moi, dm ~ i pour neutraliser les acides gras I bres et saponifier les acides gras 
combinés. 

Exprimer les indices d’acide l A , de saponification l $ et d'ester | £ de la matière grasse 
analysée. Calculer se pourcentage d'acides gras libres. Cette matière grasse esbelle 
comestible ? 

Exercice n" 5 : analyse d'un triglycéride (BAC) 

L'indice de saponification d'un triglycéride pur est égal à 196 et son indice d'iodé à 59. 
L'analyse chromatograptvique de ses acides gras constitutifs révèle qu’il s'agit d'acide 
palmitique & d'acide olêique. 

Déterminer la masse molaire du triglycéride et sa structure. 

Données : I = 127 g. mol! “ 1 : K = 39,1 g, mol ' 1 : 0 = 16 g. mol ~ 1 ; H = 1 g .moi ~ 1 ; 
C ** 12 g, mol" 1 . 
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Exercice n* l : 



U 

56 100 

■'s 

n, ester jc 5(5 ! 00 

l É 

“ ~ U 

U 

n, * 254 

_ 3 v i Art 


^tap 

tvr /HtjyHit 

w x i tAJ 

^ corps g™s 

acide linûldniqua 

202 

202 

0 

274 

acidè iléflhque 

19B 

rm 

0 

0 

IripaFmitine 

lirtofléaite de cholestérol : 

0 

209 

209 

0 

M = 6*9 g me* " 1 : (3 J 

0 

86 

K 

1 17 


n, ESt[:r • n ombre d& Iraiscms ester présentes dans ta lipide. 


Exercice tf 2 ; 


n, ester x 56 100 

^triglycéride = — = 8B6 g.mol 

190 
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triglycéride ~ (3 X M âC!ûe Bfas + Mgi,,. C ef 0 | - 3 x M h20 ) - (3 x M aC(de g , aB + 92 54} - 

886 g, mol 1 

M : r , ;1|r , = 282 g. mol " \ Il s'agit de lôtrioléine. 

Exercice n a 3 ; 

( 20 x iCf 3 - 8 x 10" 3 x 0,5 x 2) 

n ir*ip<jérido clans 3 .o 52 g de matière grasse = — — — — — — — - 

3 

3.552 x 3 

^îigtytéride 3 ~ — J 

{20 x 10 -8x10 ' X O r 5 X 2} 

(10 x 10 ' - 1/2 x 1Û x 10 ' i x 888 
n = = i 

A 4,44 

^triglycéride ~ + ? + ^giycerci " ^ H2Ü “ ê mrjl 1 

2x + y = 850’ d’où 282 g, mol _ 1 < x := y < 284 g .moi j1 

x = masse molaire de l'acide stéarique = 284 g. mol 
y = masse molaire de i "acide oléique = 282 g. moi " 1 

Il s'agît du glycéride de stéarô-ûPéo-stéâr.que ou olêodi stéarine (ex stéarate. & stéarate) 
(optiquement inactif). 

Exercice iT 4 : 

5,5 x 10' 3 x 0.5 x 56 100 

h = = 31 

5 

11,3 x 10 J x 0,5 x 56 100 
t s =■ 317 

1 

l E = 317 - 31 = 286 

% d'acides gras = (l A / l s ) x 100 = 9,8% : matière grasse impropre à la consommation. 

Exercice n* S : 


kVlycéridé = Joe = SS9 £- mo1 

■i K 659 59 x 859 

fi B — — = = 2 

à 254 x 100 254 x 100 


4S 



Il s’agit du glycéride palmito-dioièique ou de la palmito-diolêine. 
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Le but de la manipulation est de déterminer la teneur en azote organique et 
minéral d'un produit biologique ou d'un produit agro-alimentaire. 

L’azote dosé dans me wtm est essentiellement organique. Dans les conditions 
physiologiques. 80 à 85 % de l'azote total urinaire provient de l'urée et la quam 
tité d’urée éliminée varie en fonction de la quantité de protéines apportées par 
r alimentation, 

L’mzote du fait est essentiellement organique et protéique ; la détermination de 
r azote Kjeldahl est utilisée pour estimer la teneur en protéines totales du lait, 

L'azote présent dans une eau est organique (protéines, peptides, acides ami- 
nés ou urée) et minéral (ammoniac, nitrates ou nitrites). Une variation de sa 
teneur dans une eau lors d'un contrôle de qualité peut être un Indicateur de pol- 
lution. 

La matière organique est préalablement détruite par minéralisation. 



1. PRINCIPE 


TZ ■ BSB LLù 


1,1. La minéralisation 


L'êcharitàllon à analyser est minéralisé par voie humide, er> présence : 

- d'acide sulfurique concentré, porté à ébullition ; 

- de catalyseurs minéraux . 

Dans ces conditions opératoires, l'acide sulfurique oxydant minéralisé les éléments 
ch uniques de la matière organique : C, H. N, 0. P, S en C0 a , H.,0, phosphates, oxydes de 
soufre, tandis que l'azote organique est réduit en ammoniac, fixé sous forme de sulfate 
d'ammonium. 

1.1.1, Les catalyseurs minéraux 

Les catalyseurs accélèrent la minéralisation : la minéralisation est généralement lente. 
Elle peut durer de 30 à ISO min selon les échantillons analysés qui résistent plus ou 
moins à l'action de l’acide sulfurique concentré et bouillant. La présence de catalyseurs 
permet d'atteindre plus rapidement la fin de la minéralisation, 
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Les catalyseurs augmentent le rendement de la minéralisation : la minéralisation de l'a- 
zote est totale pour les fonctions azotées simples : fonctions amines, amïdtes... Mais elle 
est partielle ou impossible avec les composés nrtrés, nit rosés, avec les oximes, l’hy- 
drazine et ses dérivés, et avec les hélêrocycles azotés {azote des bases azotées des 
acides nucléiques, azote des coenzymes : NAO Le choix du catalyseur est alors 
important. 

Les mélanges catalyseurs les plus souvent utilisés sont constitués de sulfate de potas- 
sium. de sulfate de cuivre, d’oxyde de mercure. 


Parmi ces -catalyseurs : 

- certains servent â élever la température d 'ébullition au cours de la minéralisation : le 
sulfate de sodium ou mieux, le sulfate de potassium, lis sont introduits en quantité suffi- 
sante pour élever la température d’ébullition de 21? “C à environ 36Û-380 Û C en fin de 
minéralisation : 

- d'autres facilitent la minéralisation en augmentant le pouvoir oxydant de H :> S€q con- 
centré et bouillant : sels de cuivre, de sélénium ; oxydes de potassium ; permanganate 
de potassium... 

Les deux catégories de catalyseurs sont souvent mélangées à l' avance : * catalyseur 
composé ». Des tablettes de catalyseur, de formule variable sont par ailleurs commercia- 
lisées, 

REMARQUE : il faut éviter l'usage du mercure à cause de sa toxicité et des risques de 
pollution par les effluents. D'autre part, si le catalyseur renferme du mercure, celui-ci doit 
être précipité à l’aide d’hypopfoosphite de sodium ou de potassium introduit â l'état sec 
(1 g d'hypophosphite de sodium ou de potassium pour 1 g de mercure) avant l'alcaline 
sation qui précède la distillation de (‘ammoniac, 

Qes métaux comme le sélénium, le titane, te tungstène... peuvent remplacer dans bien 
des cas te mercure. 

La minéralisation doit être complète. Le fait que le liquide, après s'être éclairci, ne 
change plus de teinte, n'indique pas nécessairement que la minéralisation soit achevée : 
l'azote de certains acides aminés comme la lysine, le tryptophgne. oy la tyrosine n'est 
minéralisé que par un chauffage prolongé de 30 à 13*0 min après la décoloration. 

En générai, un chauffage complémentaire de 30 à 410 min après la décoloration du 
minéralisat est suffisant. 

1.1.2 . Matériel utilisé 

- Un matras de Kjaldahl dont le cal allongé sert de condenseur des vapeurs. 

- Une rampe de minéralisation avec chauffage électrique dont ta température est contrô- 
lée par thermostat... Le dispositif de chauffage doit permettre de chauffer le matras en 
position inclinée (30 à 45 e par rapport à la verticale) de telle manière que seule la partie 
do ballon située au-dessous du niveau du liquide soit soumise au chauffage, 
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11 . 3 . Consignes de sécurité 

- L@ port des lunettes de sécurité est conseillé au cours des étapes délicates du dosage 
de l'azote total (minéralisation et distillation). 

- raciale sulfurique concentré doit être manipulé avec précaution : verser soigneusement 
le produit du commerce concentré dans un bêcher propre, sec et étiqueté, puis à l'aide 
d’une éprouvette graduée introduire l'acide sulfurique dans le matras. 

- La minéral iset ion doit être conduite avec précaution car elle met en oeuvre de l’acide 
Sulfurique concentré et Chaud, Il faut veiller à ce que lé contenu du malras ne S'élève pas 
dans le col en moussant lors de l'ébullition. 

- Introduire une bille de verre dans le mat ras afin de régulariser l'ébullition, 

-Au cours de la minéralisation, l'acide sulfurique se décompose partiellement et il se 
dégage du dioxyde et du trioxyde de soufre (SO., et SÛ. j sous fomne de vapeurs bien- 
châtres très irritantes qu'il faut éviter de respirer. Pour éliminer ces vapeurs toxiques, il 
convient d'utiliser un dispositif d'absorption des vapeurs ou une hotte d'aspiration. 

-Au cours de la minéralisation, il faut régulièrement agiter le mat ras par rotation, de 
façon a faire glisser vers le fond du mat ras les particules de substances qui adhérent aux 
parois. L’utilisation d'un doigtier est conseillé pour éviter les brûlures au contact du verre. 

- En fin de minéralisation, laisser refroidir les mat ras soit sur les rampes de minérali- 
sation en arrêt de fonctionnement, soit au contact de l'air (fixer les mat ras au niveau du 
col à des supports stables par l'intermédiaire de pinces métalliques). 


1,2. Alcalinisation et entraînement de l'ammoniac 

Après dilution du liquide de minéralisation avec de l'eau distillée, il faut ajouter un excès 
d'hydroxyde de sodium (introduire è l'éprouvette un volume de lessive de soude tel que le 
nombre de moles d'ions QH“ apportés soit environ 1,2 â 1,5 fois plus grand que le nom- 
bre de moles d'ions H. s ü * utilisés pour la minéralisation : 

- l'acide sulfurique est neutralisé ; 

- l'ammoniac formé est entraîné par dnstillation 

MH,, 41 + OH- NH 3 + H 2 0 

1 . 2 . 1 , Appareillages 

Divers appareillages sont actuellement proposés en fonction du type de dosage à 
réaliser, par exemple : 

- appareils à distiller de Schloesing pour les dosages en macrométhode et à réaliser en 
petit nombre : le minéral isat est transféré quantitativement dans le ballon à distiller, Le 
montage de l'appareil à distiller de Schloesing est schématisé sur la figure 4.1, ; 

- appareils totalement automatisés pour les dosages en série : l'alcalinisation et l'entraî- 
nement de l’ammoniac se font directement dans le matras ; 

- appareils de Markham avec entraînement à la vapeur d'eau pour les dosages en semi- 
mi cramât hode ffig. 4.24, 



Appareil de Schloesing 

If comprend : 

- un ballon à long col ; 

- un piège à hydroxyde de sodium ; 

- un réfrigérant à eau : 

- une allonge à boule. 

l 'étanchéité en Ci) et [2] est assu- 
rée par de la feuille anglaise qui 
doit maintenir en contact les 
extrémités des verreries. 

Pour faciliter la mise en place de 
caoutchouc sur le verre K II est con- 
seillé de mouiller avec de l'eau dis- 
tillée le verre et le caoutchouc qui 
doivent entrer en contact. 

Brancher le réfrigérant et faire 
bouillir de l'eau distillée dans le 
ballon du montage afin de rincer 
l'appareil à la vapeur d'eau. 


in 



Fî|£. 4.1, 


Appareil de Markham 




Fig. 4. 2 . 



Il comprend : 

- un générateur de vapeur d’eau ; 

- un barboteur pour l 'entraînement de l'ammoniac par la vapeur d'eau, associé à un 
entonnoir pour 8' introduction des réactifs et à un piège à eau, Lorsque l'arrivée cte la 
vapeur d'eau est interrompue (tuyau clampé entre le générateur et le barboteur) r l'appa- 
reil se vidange automatiquement et est prêt pour l'essai suivant. Arrêter immédiatement 
Je chauffage pour que la surpression engendrée dans le générateur de vapeur ne dépasse 
pas les capacités du tube de sécurité ; 

- un réfrigérant â eau. 

introduire dans le ballon générateur de vapeur d'eau, de l'eau et quelques gouttes de 

H. .SÛ L dilué, Rincer l'appareil 1 à la vapeur d'eau. 

La circulation de l'eau dans les réfrigérants dort se faire du bas vers le haut afin que la 
condensation des vapeurs distillées soit efficace. 

I. 2.2. Conduite de fa distillation 

Diluer le contenu du matras tiède par addition progressive d’eau distillée : éviter que le 
contenu du matras prenne en masse lors du refroidissement, smon t'édir légèrement 
pour permettre la redissolution. 

Transvaser quantitativement le contenu du matras dans le ballon de l'appareil à distiller. 
Rincer soigneusement le mat ras ét joindre les egux de rinçage au minèralisat . 

L'allonge du réfrigéra ni doit plonger dans la solution de recueil du distillai. 

Aicaliniser le minéral isat par addition de lessive de soude è l'éprouvette. Il est possible 
de vérifier si l'alcalinisation est suffisante, en ajoutant préalablement deux à trois gouttes 
de phénol phialéi ne qui doit rosir après reddition de la lessive de soude. 

Distiller en chauffant modérément et régulièrement afin d'éviter le passage des vapeurs 
de soude ou une aspiration de la solution de reçue l dans l'allonge à bouSe. L'entra h 
Tiennent de rammoniac se produit très rapidement. A la fin de la distillation, abaisser la 
solution de recueil de façon à ce que l'embout de rallonge à boule ne plonge plus dans la 
solution de dosage : les vapeurs qui se condensent rincent alors l'intérieur de l'aitonge. 

Arrêter le chauffage puis le réfrigérant quand le montage est refroidi, 

1,2.3, Consignes de sécurité 

- La lessive de soude doit être manipulée avec précaution : verser soigneusement le pro- 
duit du commerce concentré dans un bêcher propre, sec et étiqueté, puis à l'aide d’une 
éprouvette graduée Introduire dans le ballon à distiller le volume nécessaire à 
l'alcalinisation du liquide do minéralisation. 

Ne pas échanger les éprouvettes graduées utilisées pour mesurer les volumes d 1 acide 
sulfurique concentré ex de lessive de soucie. 

- Le montage doit être stable* les différents éléments du montage étant fixés â un 
support par des pinces métalliques. 



1.3. Dosage lie r ammoniac 


Au cours de la distillation, {'ammoniac «st entraîné par la vapeur d'eau qui est condensée 
et recueillie a la sortie du réfrigérant en vue soit d'un dosage direct, sort d'un dosage en 
retour de l'ammoniac du distillai. 

1 . 3,1 Dosage direct 

L'ammoniac est dosé par un acide fort au fur et à mesure de l'entrainement par 

distillation (fig, 4.3.;. 

Deux couples acide/base intervienne ni au cours du dosage : 

- le couple : H fi T / Hfi ; 

- le coupe : NH ' / NhU (pKa = 9,2), 

L'acide le plus fort, HvÛ ‘ agit sur ila base la plus forte NH. ; par une réaction pratiquement, 
totale, alors que la dissociation de NH^ est négligeable (acide trop faible). 

N H g r H 3 0' ► N HT + Hfi 

base acide acide base 



Rg- 4. â,. d'une solution d'ammoniac fl 0.01 mol. dm par une aolulicn d'acide sulfurique a 

Ü.iji mol H 0 ’ Uni J 

La courbe de neutralisation montre que le pH de neutralisation de l'ammoniac est : 
S < pH équivalent S 6. 

A l'équfvalence, fa solution de dosage est açidé- Il faut donc choisir un indicateur’ de pH 
convenable dont la zone de virage correspond â la zone d'équivalence : 



milivi.ï pçtrfç 

pH hittites de vwêÿd 

miWeü' basique 

- vert qb brarnDcrasd 

J HJ ne 

3.8 vûrl &,rt 

bleu 

- rouge de méthyle 

WlïQf. 

4.2 orangé G, 2 

jeune 



indicateur de Tashlro au indicateur H B : mélange de rouge de méthyle (indicateur de pH} 
et de bleu de méthylène (colorant de contraste) ; 
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rouge 
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- bleu de méthylène ; 
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En fait, il est préférable de recueillir Se distillât dans «ne solution d'acide borique (pKa = 
9,2) qui ■ fixe - r ammoniac, volatile, sous forme d'ions NH 4 stables, par la réaction suiv- 
ante : 

NH 3 + H B (OH} 4 — ► NH| + B(OH) - 

ion borate 

L'ion borate est alors dosé par l'acide fort versé à la burette : 

BfQHjj + H 3 0 + ► H (BOH) 4 + H 2 0 

ion borate 

Avant le début de la distillation, te solution de recueil du distillât (acide borique + indi- 
cateur de Tashiro) sera amenée à la teinte gris sale de l'Indicateur. Si besoin, utiliser 
pour acidifier une solution d'acide borique verdâtre quelques gouttes d'acide fort, dilué 
(compte-gouttes), ou, pour alcaliniser une solution d'acide borique rouge violacée, 
quelques gouttes d’une base forte diluée (compte-gouttes). 

Au cours de la distillation, l'acide fort (H ? SQ 4 ) est versé à la burette de manière à rétablir 
la teinte grte saie qui disparaît après quelques minutes de distillation quand l'ammoniac 
se dégage (coloration verte de la solution de recueil). 

L'acide fort doit être préalablement étalonné par pesée d'un produit pur pour analyses 
( hydrogénocarbonate de sodium ou de potassium, carbonate de sodium ou de potassium, 
tétraborate de sodium hydraté). 

A la fin du dosage, on peut écrire que le nombre de moles d'azote, n N min ^ ra | iMt - présent 
dans l'échantillon analysé est : 

r1 N minçrçiiisçn. “ diçlillrtl — n H^G t gerséea à la burÉtie 

Pour un volume E cm 3 d'échantillon analysé, de concentration molaire en azote et 
pour un volume d'acsde sulfurique V D cm 3 versé à la burette au cours du dosage, i'équiva* 
lence ei-dessus peut être exprimée par : 

C N K E = 2 x C H5âÜ4 K V D 

La concentration massique de l'échantillon analysé en grammes d'azote total pardm â est ; 


Pn = 


2 X C K2£D4 X V D 


*M h = 


0 x C ïV, 
^ A ^H2504 A W D 


X 14 



TIClht 


iterial 



1,3,2» Dosage indirect ou en retour 


Le distillât est recueilli dens un excès précis d’une solution d'acide fort (acide sulfurique). 
Une parte de i’ acide fort est neutralisée par l’ammoniac. A la fin de la distillation, l'excès 
d'acide fort est neutralisé en présence de l'indicateur de Tashiro, par une base forte : une 
solution d'hydroxyde de sodium, versée à la burette (virage du rouge violacé au gris sale). 

Ce type de dosage évite les pertes d'ammoniac distillé mais la fin de la distillation est 
difficile à estimer : on considère soit le volume de distillât recueilli,, soit la durée de 
l'opération. Ces critères no peuvent être retenus que si des essais préalables ont montré 
que la distillation est totale dans tes conditions opératoires choisies, Line distillation 
incomplète de l ‘ammoniac ou un entraînement accidentel de l 'hydroxyde de sodium qui a 
servi à déplacer l'ammoniac peuvent passer inaperçus, Il est possible de s'assurer de la 
fin d'une distillation en plaçant du papier pH à l 'extrémité du réfrigérant. 

Les Concentrations molaires de l'acide fort et de la base forte doivent être connues. Une 
des deux solutions (ia solution d’hydroxyde de sodium par exemple) peut être étalonnée 
par pesée d'un produit pur pour analyses (acide oxalique,, hydrogénophtalate de potas- 
sium) puis servir â déterminer la concentration molaire de l'acide fort 

Â la fin du dosage, on peut écrire que le nombre de moles d'azote, n, N mmf h . nr présent 
dans l'échantillon analysé est : 

n N mlnéralisat ” n NHg disîillat “ initiales- “ n 0 H“ versées â la burette 


(Volumes en cm 3 } 


n hi minéraiisai “ X ^MSn-i X ^ÛhT ^ ^ 


-3 


Si C H2aM est déterminé par dosage volumétrique à l'aide de la solution d’hydroxyde de 
sodium (témoin) : 


41250^ - 


C 0h ' * 4 

2 * Et 


Pour un volume E cnv’ d'échantillon analysé, de concentration molaire en azote C N 

* V r 


n M minËrafiMivi ~ ^ * 


2 K Ei 


x En - C 


DM" 


X 


10" 3 = o 


Drl' 


f E 

- 


— -\fa IC -3 = C N xE-KT* 


La concentration massique de l'échantillon analysé en grammes d'azote total par dm 3 
est : 


Pn - 


C ML, 

4? 

1 

a 

ui 

S 

V 

x Mm s — 
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La méthode de Kjeldahl est très souvent retrouvée comme méthode officielle ou conven- 
tionnelle pour ia détermination de la teneur en protéines d'un produit, n est à noter que 
cette méthode de dosage de l'azote ne permet pas de distinguer l'azote non protéique de 
l'azote protéique et ne rend pas compte de la valeur réelle en protéines de l’échantillon 
analysé, 
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En tenant compte de la composition en acides aminés, Ja teneur moyenne en azote (tes 
protéines purifiées d'origine animale ou végétale est par convention estimée à 16 % r 
celle des cellules bactériennes àl4 %, Il faut donc multiplier la teneur en azote par un 
coefficient égal à 6,25 (100/16) pour évaluer la teneur en protéines si ['échantillon est 
d'origine animale ou végétale, égal à 7,14 (100/14) s'il s’agit de protéines bactériennes. 
Ces approximations entraînent des erreurs souvent non négligeables en fonction de la 
teneur en azote non protéique de l ‘échantillon* 


2. DOSAGE DE L'AZOIE TOTAL URINAIRE 


2,1. Réactifs 


* Urine à doser, 

* Acide borique à 40 g. dm ~ 3 , 

* Acide sulfurique pur (d = 1.83). 

* Sulfate de potassium, 

* Catalyseur d'oxydo-réductian. 

* Lessive de soute (d = 1,33) . 

* Solution d'acide sulfurique te concentration molaire voisine de 0,01 mol, dm ~ 3 . 

* Indicateur R B ou de Tashiro : 

- rouge de méthyle : solution à 0,5 g. dm - 3 dans l ‘éthanol à 95 e GL ; 

- Bleu de méthylène : Solution aqueuse à 1 g.dm " 3 . 

Ajuster l ‘apport de bleu de méthylène de manière à obtenir une teinte gris sale à pH 5,5, 

* Solution d'hydroxyde de sodium dé concentration molaire voisine de 0,0:2 moLcfm " a . 

* Produis purs pour artatyses pour l'étalonnage par pesée d'un acide fort et/ou d'une 
base forte. 
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2.2. Fiche technique 


2.2.1. Minéralisation 

Dans un matras de minéralisation de 30 cm 3 , introduire ; 

- urine diluée au 1/20 ; 5 cm 3 ; 

- H-SO^ concentré (éprouvette) : 1 cm 3 : 

- sulfate de potassium {K 2 S0 4 ) : 0,5 g ; 

- catalyseur de minéralisation : une pointe de spatule. 

Ajouter une bille de verre. 

Minêraliser : porter à ébullition rapidement et fortement au début de façon à chasser 
l'eau, puis maintenir une ébullition assez vive. Le mélange brunit puis devient limpide, 
d’une teinte bleu verdâtre très pâle. Continuer g chauffer encore pendant environ 30 min- 
utes, Me Jamais surchauffer, ni chauffer â sec. 

Laisser refroidir le minèraîisat â l'air. Obturer Se matras pour éviter toute contamination 
avec des vapeurs d'ammoniac. 


2.2.2. Entraînement de l'ammoniac 

Reprendre le liquide de minéralisation par 10 â 20 cm 3 d'eau distillée. 

Chauffer légèrement pour redissoudrE le contenu du matras. si celui-ci est pris en masse. 

Transvaser le minéralisat dilué et les eaux de rinçage dans le ballon à distiller contenant 
environ i/3- de son volume en eau distillée et 2 â 3 gouttes de phénoJphtaléine. 

Ajouter des fragments de pierre ponce. 

Quand le montage est prêt (l'embout de l'allonge doit tremper dans la solution dé recueil 
et l'eau circuler dans le réfrigérant), aicalirdser le contenu du ballon à distiller par 3 â 
5 cm 3 de lessive de soude. 

Refermer immédiatement l'appareil et distiller pendant 10 à 20 min, 

2.2.3. Dosage de f r ammoniac 

Méthode directe 

Dans une capsule de porcelaine, préparer la solution de recueil de l'ammoniac : 15 cm 3 
d'acide borique additionné de quelques gouttes d’indicateur de T asm ire (ou R B) et amené 
préalablement â la teinte sensible gris sale de l'indicateur. 

Doser l'ammoniac au fur et à mesure qu’il distille, à [“aide d'une solution cf acide sul- 
furique de concentration molaire C H250iJ proche de 0,01 mol .dm ’ 3 étalonnée au préal- 
able par pesée d’un produit pur pour analyses ( semi-mi crobunette : V D < 10 cm 3 ). Le 
dosage est considéré comme terminé lorsque la teinte gris sale subsiste pendant 2 à 
3 minutes. 





Méthode indirecte 

Recueillir le distillât dans un excès e d = 20 cm 3 d'acide sulfurique de concentration 
molaire C H -c nj1 proche de Q,Ol moi .dm _ 3 , ers présence de quelques gouttes d'indicateur 
de Tashiro. 

A fa fin de la distillation, doser r excès d’acide sulfurique contenu dans la capsule par une 
solution d'hydroxyde de sodium de cône entrât loti molaire voisine do 0,02 mol, dm “ 3 
(burette de 25 cm 5 : V D > 10 cm 3 ), 

La solution d 'hydroxyde de sodium est à étalonner par pesée d'un produit pur pour analy- 
ses. 

Réalisation d’un témoin-dosage : doser en présence d'indicateur de Tashiro E T cm"’ 
d’acfcte sulfurique par la solution d'hydroxyde de sodium. 


2,2.4. Questions 

Déterminer la masse d “azote éliminé en 24 heures par les urines : dü-Azole (qm) en g, 

Données ; N = 14 g. mol ” 1 ; diurèse du patient dU = 1,5 dm 3 en 24 heures ; dU- Azote 
(qm) : 8 à 16,5 g. 


2,3. Technique : calculs 


Urine minéralisée diluée par un coefficient l/d = 1/20. 


Dosage direct : 

d U -Azote (qm en g) = 


2 x x v o 


x 14 x d x dU - 168 x C h2SCw x V D 


Dosage indirect : 

dU-Azote {qm en g) 


f E 

x 14 xd xdU = 84 xC^ h 
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3. DOSAGE DE L'AZOTE TOTAL DU LAIT 


L'azote organique do lait est à 95 % protidique. Par convention,, une constante de 
6,25 est utilisée pour convertir la valeur de l'azote KieldâhJ du produit en teneur de pro- 
téines , 

Un coefficient de 6 r 38 qui tient compte de la composition en acides aminés des pro- 
téines du lait est parfois utilisé. 


3,1, Réactifs 

* Lait â analyser. 

* Solution d'acide sulfurique de concentration molaire voisine de 0,05 mol, dm " 3 
Pour les autres réactifs, se reporter au § 2.1. 


3.2. Fiche technique 

3 , 2 . 1 . Minéralisation 

Dans un mat ras de minéralisation de 100 cm 3 , introduire ; 

- tait préalablement agité ■ 5 cm 3 (ou m = 5 g de lait en poudre), (Utiliser une pipette é 
écoulement total et ajouter un minimum d'eaux de rinçage de la pipette] : 

- suifate de potassium : 4 g ; 

- catalyseur de minéralisation : 2 g ; 

- H 2 S0j concentré (éprouvette) i 15 à 20 cm 3 . 

Verser lentement et en agitant par rotation douce. 

Ajouter une pille de verre. 

Placer 3e naîtras en position inclinée sur la rampe à minéralisation. 

Chauffer d'abord doucement puis augmenter progressivement le chauffage jusqu’à l 'ébul- 
lition douce. Agiter de temps en temps. 

Le lait charbonne et de la vapeur d'eau se dégage. 

Poursuivre Je chauffage pendant au moins 30 minutes après P obtention d’une solution 
limpide. 

Laisser refroidir le mat ras, obturé pour éviter foute contamination par des vapeurs 
d'ammoniac* 
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3,2,2. Entraînement de l'ammoniac 


- Dans le matras, introduire progressivement 30 à 50 cm 3 d'eau distillée (tiédir légè- 
rement si le contenu dp matras prend en messe). 

- Transvaser quantitativement le contenu du mat ras dans le dation à distiller, 

Ajouter les eaux de rinçage du matxas. 

- Ajouter de l'eau distillée pour que le ballon soit rempli jusqu'au 1/3 de sa capacité. 

- Ajouter des fragments de pierre ponce. 

Quand le montage est prêt (l'embout de l’allonge doit tremper dans la solution de recueil 
et rea« cire uier dans le réfrigérant), alcallnrser le contenu du ballon à distiller en intro- 
duisant à l'aide d’an entonnoir 55 à 65 cm 3 de lessive de soude. Refermer immédiate- 
ment l'appareil et distiller en chauffant modérément et régulièrement. 


3.2.3. Dosage de l'ammoniac par méthode directe 

Dans une capsule de porc el aine r préparer la solution de recueil de l'ammoniac r 20 cm 3 
d'acide borique additionné de quelques gouttes d'indicateur de Tashiro (ou RB] et amené 
préalablement à la teinte sensible gris sale de I Indicateur, 

Doser l'ammoniac au fur et à mesure qu'il distille, à l'aide d'une solution d’acide sulfu- 
rique de concentration molaire C H2304 proche de Q.G5 mol, dm - 9 étalonnée au préalable 
par pesée d’un produit pur pour analyses. 

Le dosage est considéré comme terminé lorsque la teinte gris sale subsiste pendant envi- 
ron 5 minutes de distillation. 


3,2.4. Questions 

1) Déterminer l'azote total ou azote ttjeldahi du lait en g, dm * 3 

2) Calculer la concentration des protéines du lait, exprimée en g .dm -3 . 


3,3. Technique : calculs 


L'azote Kjeidahl du lait en g.dm 3 : 

P N “ 


2 s x V 0 


x!4= 5,6 xC H2Sm x V d 


En considérant que les protéines du lait contiennent 16 % d’azote en masse, la concert 
t rat ion des protéines du lait, exprimée en g.dm -3 est ; 

100 

5,6 x C H 2 sç,,i k Vp, x - -35 x C h3èû4 x V d 
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4. CONTRÔLE DE LA QUALITÉ D'UNE EAU : 
DOSAGES DE L'AZOTE KJELDAHL 


Sëmr-jmcroméfrtode de MarkMam 


L'azote total d'une eau correspond essentiellement à 4 catégories de composés azotés : 


N totâl = 


^Nh 4 i + M N02 - + N S03 - 


azote Kjeldahl 

Le dosage de l'azote Kjeldahl d'une eau rie permet pas de déterminer l'azote rotai : l a 
zote oxydé (N0 2 ~. NÜj") et l'azote des composés oit ré s ou nitnosés ne sont pas dosés. Il 
correspond au dosage de l'azote organique réduit et de l’azote ammoniacal : 

^□ruEiniqut ■ ^NH4+' 

Après minéralisation de r azote organique, la quantité d'ions ammonium formés étant 
réduite, l'ammoniac déplacé en milieu alcalin est entraîné par un courant de vapeur d'eau 
selon la semi-micro méthode de Markham, 


Le montage de l'appareil à distiller par entraînement à la vapeur d'eau de Markham est 
schématisé sur la figure 4.2, 


4,1, Réactifs 

* £su à analyser. 

* Solution d'acide borique à 5 g. dm " J . 

■ Agent anti-moussant. 

Pour les autres réactifs, se reporter au § 2.1. 


4.2, Fiche technique 

4.2,1, Minéralisation 

Dans un mat ras de minéralisation, introduire : 

- Eau à analyser (eau de rivière og d'un pu fs) : 50 à 1ÛO cm 3 (l 'échantillon doit contenir 
de 0,2 à 20 mg d'ammonium) : 

- H.;SQ., concentré (éprouvette) : 10 cm 3 : 

- Catalyseur de minéralisation : 1 g. 


Ajouter une Saille de verre. 


Chauffer fortement. 

Poursuivre la minéralisation Jusqu'à l'obtention d’une solution limpide. 

Laisser refroidir le minéralisé! à l'air. 

4 , 2 , 2 . Entrainement dé V ammoniac 

- Introduire dans le générateur de vapeur, de l'eau distillée addition née de quelques 
gouttes d’acide sulfurique dilué pour fixer d'éventuel las traces d'ammoniac, 

- Porter à ébullition 6 'eau distillée du générateur de vapeur. Rincer l'appareil é la vapeur 
d’eau. Vidanger l'appareil. 

- Débrancher le générateur de vapeur d'eau et continuer à faire chauffer l'eau. 

- Dans la capsule en porcelaine, préparer ta solution de recueil : acide borique à 
5 g.dm - 2 3 (environ 25 cnr 5 ) : indicateur de Tashiro (quelques gouttes). 

Amener là solution de recueil à la teinte gris saie de l’indicateur et y plonger II 1 allonge du 
réfrigérant. 

- Diluer le produit de -minéral sation par addition d'eau distillée., l'introduire dans le bal- 
lon ou toarboteur de l'appareil. Joindre les eaux de lavage du matras, 

- Introduire lentement, dans i 'entonnoir 50 crm 3 de lessive de soude (éprouvette) addi- 
tionnée de phénol phtaléine pour vérifier l'alcalinité du minérplïsat. Obstruer aussitôt 
l'entonnoir, 

- Commencer l'entrainement de l'ammoniac : brancher le générateur de vapeur. 


4.2.3, Dosage volumétrique de f ammoniac 

Doser l'ammoniac au fur et à mesure de son entraînement à raide d'une solution d'acida 
sulfurique de concentration molaire égale ou inférieure à 0,01 rnol.dm - 3 . Utiliser une 
mîcrobusretfe (V < 5 cm 3 ) ou semi-mtcrobwreîte (V < 10 cm 5 ). 

4.2.4 . Questions 

Déterminer la teneur en azote KJeldahl exprimée en milligrammes par dm 3 d'eau à ana- 
lyser. 


4,3, Technique ; calculs 



2 X 230*3 x V D 3 

x 14,10 =- 28 000 x C H:7g ç 4 x 


% 

E 
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5. EXERCICES 


Exercice tT 1 : déterminât ion de la teneur en azote d"un mélange S : urée-protéines 
(extrait sujet d'examen) 

1) On minéralisé 1 cm 3 de solution S. L'ammoniac formé est recueilli dans 20 cm 3 
d'acide sulfurique à O.OSl mol .dm" 3 . Le volume de solution d'hydroxyde de sodium à 
verser pour doser l'excès d'acide est de 12 J 5 cm 3 . 

D'autre part, 10 cm 3 du même acide sont neutralisés par 10.5 cm 1 de solution alcaline. 
Quelle est la teneur en azote de ce mélange. exprimée en g. dm " 3 ? 

2) On traite par ailleurs 20 cm-' de solution S par 20 cm 3 d'acide trichloraeétiQue à 20 %, 
Le mélange est filtré, Ûn dose 5 cm 3 dé filtrat par la même méthode que précédemment 
mais en recueillant l'ammoniac dans de l'acide borique. Il faut 9 cm 3 de l'acide sulfurique 
précédant dilué au 1/2 pour doser l'ammoniac. 

Calculer la teneur du mélange en urée et protéines. On considère que les protéines conti- 
ennent on moyenne 16 % d'azote. 

Exercice n" 2 : dosage de l'azote total d'un têt ra peptide par la méthode de KjeldahK 
semhrnic remet hade de Markham (extrait d'un sujet du concours général) 

1 cm 3 d'une solution à 20 g .dm” 3 du tétrapeptide (masse molaire = 469 g. mol " 1 ) a été 
minéralisé en présence de 1 cm 3 d'acide sulfurique concentré et de catalyseur de 
minéralisation. 

L'ammoniac a été recueilli dans 20 cm i d'acide sulfurique de concentration molaire égale 
à 0,01 mol.dm "i Le dosage de l'excès d'acide a nécessité 5,1 cm 3 d'une solution 
d'hydroxyde de sodium à 0.02 mol.dm -3 . 

Déterminer la teneur en azote du peptide exprimée en g/100 g. 

Calculer le nombre de moles d'azote présent dans la structure du peptde. 


Exercice n* 3 : contrôle de la teneur en azote total et en protéines d'un aliment (extrait 
d'un sujet de CARET) 

Dans un mat ras. on minéralisé 15.0000 g d'aliment en présence de catalyseur et d'acide 
sulfurique concentré. Le contenu du matras est ensuite transvasé intégralement dans 
une fiole jaugée de 100 cm 3 , qu’on ajuste au trait de jauge avec de l'eau distillée (solu- 
tion E). 

On distille V - 10 em J de solution E, en présence d'un excès de solution d'hydroxyde de 
sodium concentrée. Le distillât est recueilli dans 20 cm 3 de solution d'acide sulfurique 
environ Ü,0l moLdm - s , On dose l'excès d'acide par une solution d'hydroxyde de sodium 


telle que 1 cm 3 de cette solution correspond à 0,230 mg d’azote, en présence d r un indi- 
cateur de pH. On verse Ve = 8.20 cm 3 jusqu'au virage. Par ailleurs, on prépare un témoin 
de minéralisation, en remplaçant l’aliment par une masse d'eau égale. Après traitement 
identique à l'essai, on distille V - 10 cm 3 de la solution E' obtenue. On verse 
V T - 20.30 cm 3 pour atteindre le virage de l'indicateur. 

Calculer la teneur de l'aliment en azote total, en mg pour 100 g. 

Calculer sa teneur en protéines, en considérant que celles-ci contiennent environ 16 % 
d' azote. 

L'aliment a une teneur en nitrates de 16,7 mg pour 100 g, faut-il tenir compte de ce 
résultat pour le calcul de la teneur en protéines ? 
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ixercic« n a 1 : détermination de la teneur en azote d'un mélange S : urée- protéines 


Ij Témoin: C QH _ - 2 


V-r 


Dosage de l'azote total : 

N. _ , - 2- C l^L ' 


g. dm 


■ni in Éraii &al 


Ep-E T x 


V 

Vr 


x 14 


2 x 0, 051 


20-10 x 


V 


12.75 1 
10,5 j 


X 14 - il, 22 


C x Vp 

2) fWique en &drrf 3 (S) = 2 — x 14 x 2 = 2,57 {dilution au 1/2 par le TC A) 


-3 2,57 1 

Urée en g, dm {S) = x — x 60 - 5,51 


N protéique en g. dm = 11,22 - 2,57 = 8,65 


68 


, 3 100 

Protéines en g. dm = 8,65 =54,1 
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Exercice n® 2 : dosage de l'azote total d'un Létrapeptide par la méthode de Kjeldahl 


Le nombre de moles d' azote dans 1 cm 3 de solution peptide est : 

n N = n H+ - n 0H _ - 2 n H3504 - n QH _ = 2x 0,01 x 20.10 " 3 - 0,02 x 5,1.10 " 3 = 0,298.10 " 3 

La teneur en azote du peptide en % de masse est : 


0,298 x 14 
20 


x 100 - 20,06 % 


Nombre de moles d'azote par mole de peptide : 
489 

Û.298 x =7 

20 


Exercice rT 3 : contrôle de a teneur en azote total et en protéines d'un aliment 

Teneur de r aliment en azote total en mg pour 100 g : 

r 20 . 30 - 8 . 20 } x 0, 280 100 

— X 100 x — =- = 226 mg pour 100 g 

lu 1b 

Teneur en protéines : 226,10 _ 3 x 6,25 ^ 1,41 % 

Non : car les ions NO 3 ne représentent pas de l'azote protéique et ne sont pas dosés 
par la méthode de Kjeldahl. 
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Le but de le manipulation est de séparer un composé volatil d'un mélange liq- 
uide complexe per distillation simple avant de le doser. 

Cette technique peut être appliquée i des molécules diverses comme r éthanol, 
F acétone en vue de : 

* déterminer une alcoolémie ; 

* déterminer le degré alcoolique d'une boisson ; 

* faire un suivi de fermentation, 

Cette méthode de dosage peut donc être utilisée dans des manipulations plus 
complexes comme ; 

* rétablissement d'un rendement de fermentation ; 

* r analyse d'une boisson (parallèlement au dosage des sucres, de la vitamine 
C„.ï ; 

* l'étude comparative des différentes méthodes de dosage de l'éthanol : méth- 
ode enzymatique, chromatographie en phase gazeuse. 


TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

* distillation à pression normale ; 

* distillât ; 

* volatilité et température d'ébullition ; 

* alcoolémie ; 

* degré alcoolique ; 

* méthode officielle. 


1. PRINCIPE 


La manipulation se fait en deux temps : 

* Premier temps : distillation simple, sous pression atmosphérique de l'éthanol, La dis- 
tillation permet dE séparer l'éthanol d r un mélange liquide en utilisant sa volatilité impor- 
tante et d'éliminer ainsi des molécules (aldéhydes par exemple) qui pourraient interférer 
dans Se dosage chimique non spécifique, 

* Deuxième temps : dosage de l'éthanol du distillât par dosage en retour (os y dation 
c bromique en milieu acide) à l’aide d'une solution titrée de thiosulfate de sodium. 


12 


L'éthanol est oxydé par uoe quantité connue et en excès de die h Tomate de potassium, en 
milieu acide [le mélange nitrochromique utilisé est un mélange de K ? Cr ? ü 7 et HN0 3 ), 

(CH t -CHjOHf HyO -» CH , COOH + 4H 4 + 4 { ‘ } x 3 

[Cr.,o;' + 14 H + -x 6 n ' ^ 2 Cr 7 H ,0} K 2 
2 Cr.,0 '■ ■+ 16 H' + 3 CH 3 - CH, OH -» 3 CH , COOH +■ 4 Cr 3+ + Il H 2 0 

L’excès de dichromate est dosé par iodomëtrfe. Après dilut on du milieu, on ajoute un 
excès d'iodure. de manière è réduire le dichromate du milieu, 

Cr a oJ“ + 14 H* -x 6 e" -? 2 Cr 3+ +■ 7 H 2 0 
[2 f-> \ 2 * 2 e“) K 3 

Cr 3 Û 7 ' + 14 H 4 " + 6 f ■ > 2 Cr" + 3 h + 7 H/) 

L’iode formé est dosé par le thiosulfate, 

l 2 + 2 % -4 21 

2 SjOg" -» SjO^" + 2 e" 

I ■ , + 2 S ; ,0 ■ j - b SjO + 2 9 

i mole d'éthanol correspond à 4 moles de thiosulfate. 

Il s' agit d'gn dosage en retour : on réalise donc, dans les mêmes conditions, un témoin 
en remplaçant la prise d’essai par !e même volume d'eau fraîchement redistillëe. 
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2. REACTIFS ET MATERIEL 


2.1, Montage de distillation 


- Baiion. 

- Colonne de Vigreux. 

- Réfrigérant, 

- Pierre ponce ou billes de verre, 


^opyriqht&d 


2,2. Pour le dosage 


* Solution saturée fi' acide pic tique : dissoudre à chaud 15 g d'acide pi crique dans 
1 OQÛ ml d'eau d stiltée. faire bouillir 15 mn r la user refroidir, decanter la solution. 

* Solution nit roc h fornique : 

- K 3 Cr 2 0 7 pur p a : 2,45 g ; 

- HNQ j pur p a q s p : 1 ÔOÛ ml. 

* Solution d'iodure de potassium à 100 g. dfn 

* Solution de thiosulfate de sodium ~ 0,05 mol .dm _ 3 : 

- Ng ? S ? 0 5 , 5H ? 0 : 12 r 5 g ; 

- eau distillée q s p ; 1 000 ml. 

* Mélange Sulfochromique (lavage de l'appareil de distillation) : mélanger volume à vol- 
ume l' acide sulfurique concentré à une solution aqueuse à 10 % de dlchromate de potas- 
sium, 

■ Thiodène. 

* Eau redf st filée ; pour les dilutions et le témoin. 

Verser dans le ballon à distiller (capacité 1 1), environ 300 cm 3 cTeau distillée. 

Chauffer, distiller. 

Rejeter la fraction de tête, soit environ 50 cm 3 d r eau redistillée, éventuellement souillée 
d'impuretés réductrices volatiles, pois recueillir 150 à 200 cm 3 d'eau redistillée. 

Jeter te résidu de distillaiiopi. 



3. MODE OPÉRATOIRE 


3.1. Précautions expérimentales 

La conduite d'une distillation simple sous pression atmosphérique doit obéir à certaines 
règles : 

- élever fa température progressivement ; 

- adapter la puissance de chauffage à la vitesse de distillation souhaitée ; 

- ajouter de la pierre ponce ou des billes de verre qui, en favorisant la formation de 
bulles, évite les phénomènes de surchauffe et les soubresauts ; 

ne jamais distiller à sec ; 
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- recueillir le distillât dans une fiole jaugée renfermant de l'eau redistlllée par I 1 Intermédi- 
aire d'une allonge trempant dans cette eau ; la fiole doit elle-même tremper dans un bain 
d'eau froide ; 

- laisser refroidir le résidu de distillation avant d'ouvrir l'appareil. 


3.2. Distillation de réthanol 

L'appareil est monté comme indiqué sur fa figure 5,1, 



Fig. 5,1, Approii £> Ouliiier 


3.2.1. Traitement de ia prise d'échant iifon 

* Pour la détermination de l'alcoolémie, verser dans le ballon à distiller : 

- V = 50 cm-’ de soüution saturée d'acide picrique ; 

- 10 cm 3 de sang lentement et en agitant (utilisation de propipette et de gants), 

■ Pour un suivi de fermentation : 

- prise d’essai renfermant environ 1 cm 3 d'éthanol pour y cm 3 ; 

- (60 - v) cm 3 d'eau redsstiliéo, 

» Pour le détermination du degré alcoolique d'un vin : 

- 10 cm 3 de vin ; 

- 50 ern 3 d'eau redistîllëe ; 

- goutte à goutte, solution d' hydroxyde de sodium à 1 mol.dmr 3 jusqu'à neutralisation. 

3.2.2. Conduite de ia distillation 

- Chauffer doucement et recueillir l'éthanç! dans une fiole jaugée de 100 cm 3 renfer- 
mant environ 40 cm 3 d'eau redistiliée, 
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- Distiller environ 45 cm 3 . 

- Compléter au trait de jauge après avoir rincé l'allonge avec de l'eau redistillée, 


3,3. Dosage de l'éthanol 


Prendre toutes les précautions relatives aux dosages iodométriques {voir p, 42). 

Introduire dans un erienmeyer bouchant émeri de 250 cm 3 : 

- 20 cm 3 do distillât : 

- 20 cm 3 de la solution mt roc bromique (utiliser une poire d'aspiration). 

Boucher, agiter et laisser reposer 30 minutes. 

Ajouter 1QÛ cm 3 d'eau distillée et 20 cm 3 d"uné sol ut sors d'iadure de potassium à 
iûû g,dm “ 3 , 

Attendre 2 minutes puis doser l'iode formé par une solution titrée de thiosulfate à 
= 0,05 moi. dm ~ 3 en présence de thiodène additionné en fin de dosage. 

Soit V 1 le volume versé en cm 3 . 

Le volume de die h Tomate ayant participé â l'oxydation dé r éthanol doit être inférieur à la 
moitié du volume du dichromaie introduit ; éventuellement recommencer un essai avec 
une prise d'essai plus petite de distillât. 


3,4. Réalisation d'un témoin 

Opérer comme pour l’essai en remplaçant le distilla!: par de l'eau redistillée. Il est inutile 
d'attendre 30 minutes. 

Soit V : . le volume versé en cm 1 . 


4. RÉSULTATS 


4.1. Expression littérale de la concentration en éthanol exprimée en mol .dm 3 d'échan- 
tillon analysé. 


f^-V^ioo 



Tiqhte 


trial 


C = Cthiosulfate 


20 4 v 


4.2. Cas particulier de l'alcoolémie : exprimer l'alcoolémie en g .dm 1 . Interpréter le 
résultat. 

P = C k 46 

4.3. Cas particulier du dosage de l'éthanol d'une boisson alcoolisée : exprimer le résul- 
tat en pourcentage volumique. 


C. 7936 x 10 

Donnée : 1 cnn 3 d'éthanol par pesée à 20 “C = 0.7936 g. 


5. EXERCICES 


Exercice n 3 1 : 

Là méthode officielle du dosage de l'éthanol d'un vin préconise l'utilisation d'une solution 
de K a Cr 2 0 7 telle que 1 dm 5 de cette solution oxyde 1 dm 3 d'éthanol à 1 % à 20 
Calculer la concentration massique de cette solution. 

Exercice n ù 2 : 

L'alcoiest : il existe une relation entre la teneur en éthanol de l'air expiré et l'éthano- 
lëmie. 

La mesure de la teneur en éthanol de l'air expiré est faite en soufflant dans un ballon un 
volume d'air expiré. Ce volume d’air passe sur un gel de silice. Que renferme ce gel de 
silice ? Quel est le principe de fonctionnement d'un alcootest ? 

Exercice n° 3 : 

Faire une étude comparative des méthodes de dosage chimique et enzymatique de 
l'éthanol. 
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CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice rf 1 : 

C = 33 t 72 g -dm " 3 

Exercice fl* 2 : 

Alcootest ‘ le gel de silice renferme un mélange sulfochromique qui est réduit par 
l'éthanol en Cr 3 * ce qui entraîne l'apparition d'une couleur verte. 


Exercice n* 3 : 

La méthode enzymatique : 

- est plus spécifique ; 

- est plus Sensible ; 

- a une plus faible limite de détection : 

- a une plus grande praticabilité,, ce qui permet une adaptation à des dosages en série. 
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Le but de la manipulation est de doser quantitativement chacun des acides 
aminés en solution aqueuse. 

La manipulation permet de tracer la courbe de tltiage de chacune de ces molé- 
cules. 


B TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

• ampholyte ; 

• pK ± , pK 2 pK R d’un acide aminé ; 

• charge nette d’un acide aminé ; 

• volume équivalent ; 

• pH, : définition, calculs ; 

• pH d'une solution aqueuse d'un acide aminé- 


1. PRINCIPE 


Les acides aminés sont porteurs d’une fonction acjde et d'une fonction aminée. Leur for- 
mule générale s'écrit : 

COÛH 

H > N — C — H 

' 1 
R 

Si R ne possède aucune fonction ion i sable, l’acide aminé est neutre : c'est le cas de la 
glycine. 

L'arginine qui possède une fonction « carbdxylique. une fonction ce aminée et un grou- 
pement guanidine chargé positivement à pH 7 est un acide aminé basique. 

L'acide aspartique qui possède une fonction « carboxylique, une fonction a aminée et, au 
niveau de la chaîne latérale une seconde fonction carbonique chargée négativement à 
pH 7, est un acide aminé acide, 

L’histsdine qui possède une fonction a carboxylique, une fonction « aminée et une struc- 
ture imidazole faiblement ionisée à pH 7 est un acide aminé basique. 


1,1, La glycine 


fin solution âqueuse, lâ glycine se présente sôus forme d'un ion bipolaire : A 

COQ - 
CH, 

MHj 


La tftraftàn de /a fonction carbojfyfipue par un acide fort s'écrit 


COO L 

I 

CH, + H* + cr 

NH. 


CQOH 

I 

CH, + Cl ■ 

MH- 

(PH - 2) 


La titration de la fonction aminée par y ne base forte s'écrit : 


COO~ 

I 

CH + Na ' + OH " 

1 , 

NHj 


COO 

I 

CH; + Na" + H, O 

I 

nh 2 

(pH = 11) 


D'où les équilibres d' ionisation faisant intervenir la structure dipolaire de la glycine ; 


CQOH 

!i / 

CH-, — 


H + 


NHj 

A* 

{ pH = 2) 


’V 

pK, 


COO 


COO- 

1 

CH, 

/ H ' „ 

i 

CH. 

i 

nh; 

Sr 

1 2 
NH; 


pK; 


A 1 


A" 


(pH - 11) 


A * : !a charge nette de .'acide aminé est nulle pour pb. < pH < pK., 
avec \M 1 = 1/2 fpK 1 + pK 2 } - 1/2 (2.34 4 9,60) = 5.97, 

Le p H de la solution aqueuse correspond au pH de la glycine, pH --= 6. 

A T et A : les pH êqu- valants obtenus par neutralisât on (pH =: 2 pour A ' ou pH = 11 
pour A" } se situent dans une zone de pH où il n'est pas possible de les déterminer avec 
précision, avec tes électrodes de verre traditionnelles, 



La titrât ton de la glycine est effectuée en présence de méthanai en excès : c'est la formol 
titration. 

le méthanal, en excès, se fixe sur (a fonction - NH^ de l'ion bipolaire. 


COO - 



COO” 

CH, 

+ 2 C 

J». 

► ch 3 

i . 

/ \ 

1 

NK, 

H 

H 

N + H 




/\ 




HO H 2 C CH . OH 

glycine 

réactif en excès 

dérivé IM-dihydroxymélliylé 


La fonction N d iibydrox ymêt hylêe est nettement plus acide fpK 2 « 6 ) que la fonction - NH..T 
de la glycine (ph 2 ^ 9 h S), 

Le pH au point équivalent est fortement abaissé et se trouve alors dans re domaine d'utili- 
sation de l'électrode de verre et l'on peut déterminer graphiquement le point équivalent V 
(6g. 6JJ. 
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Fig. 64U Court» rie 1 il rage de 1$ glycine 


1.2. L’arüingne 


COOH 

I 

H„N'— C— H 


CH ? 
CH 2 

çh 3 

NH 


A 


H* 


X 


H' 


COO “ 

1 

C-H 


coo- 

1 

COCT 

1 

H a N- 

-C-H 

1 

H- N— C— H 




| 

CH, 


CM, 

CH , 

M 

T 

/ H _ 

1 

CH., 

1 

/"' 1 

— X H " 

“R- -y —— Y* '2 

CH j 


CM, 

CH j 

1 


1 


NH 


NH 

MH 


H, N N'H 


7 * 


pK 


/\ 


H, N 


N * H a 


A " 


p& ; , 


/\ 

H, N N + H, 


pK f 


/\ 


H :J N 


NH 


Le pH de la solution aqueuse est donné par le pH de l'arginine : l'acide aminé est sous la 
forme A t ; 

D'OÙ : pK ;5 <■ pH ; < pK R ; 

avec : pH 1/2 (pK 2 -+ pK R ) ; 

sort : pNj - 1/2 (9.04 + 12,48} = 10,76, 



R^, 6=2. Courbe de titrage de l'arginine 
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I est possible de titrer l' arginine par un acide fort au niveau de son pHÇ soit : 


COO- 

ÇOO- 

N~C — H 

H 3 w-C— H 

i 

€H r 

CH, 

1 

+ h 1 + cir _ 

CH 2 

1 


CH, 

NH pK ? 

I 

UH 

1 

/\ 

_ . h ■ T I 1 

C v 

/ % 
... kl 


Hÿhl N'Hi H, N 

Le pH équivalent est a fors voisin de 5,6 et peut être facilement déterminé. On dose ainsi 
une seule fonction de S' arginine : ta fonction rt WH. ? (fig. 6.2.}* 


1.3. L'acide aspartique 


COOH 

I 

H 3 N r — C — H - 

I 

CH 2 


COOH 

A* 




pKi 


COQ ' 

il 

H,N J — C — H 

I 

CH j 

I 

COOH 




pK R 


A 1 


COQ- 

900- 

/ 

O 

1 

1 

— f: H j N — c — H 
\ 

H* 

GH g 

ÇHj 

coo • 

COO' 

pK, 

A" 

A 2 " 


Le pHI de a solution est donné par le pH de l'acide aspartique. 

L'acide aminé est sous la forme A 1 pour un pH tel que : pK. -r pH t pK R 
croCl : oH, = 1/2 (pH 1 + pK R ) = 1/2 ( 2 .09 + 3 .86) = 2,98. 

L'açide aspartique en solution aqueuse peut etre titré soit par une base forte (NaOH), soit 
par un acide fort (HCI). 
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Fig. #.3n Courbe de { il rage de l'at.de aspartique 


Il esl possible de litre r l'acide aspartique au niveau de son pK q par la soude selon l'équa- 
tion ; 

CQO" COQ" 

HjN*— C-H + Ns 1 + OH' H : ,N + — C— N + Ma* + H a O 

CH ? 

COOH PKq ÇOO" 


A ‘ 


A 


Le pH équivatenl est alors voisin de 6, S et peut être facilement déterminé. 

On dose ainsi une seule fonction de l'acide aspartique : la fonction B COOH (fig. 6.3.). 
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1.4. L'histidlne 


CÛOH 

i 


CH- 

HC=C 

! I 

h-n- m 

V 

c 

I 

H 


ZL 


COO' 


H 3 N-— jî-H 


W 


pK 


I 

ÇH 2 

HC = C 

I I 

H - N * NH 

V 

c 

I 

H 


/ 


H 


\ 


H 


pK F 


COO 


H,N + - C ^h 

I 

CMi 
H C— C 

I I 

N NH 

\\/ 

C 

H 

A" 


/ 


H + 


X 


H' 


PK, 


COÜ- 


HjN- C -H 

I 

CH, 

! 

HC - C 

I I 

N NH 

V 

C 

I 

H 


Le pHI de la solution aqueuse est donné par le pH de l'histidine : l'acide aminé est sous la 
forme A - : 

d'où : pK H < pH | pK 2 ■ 
avec : pH i = i/2(pK R + pK ? ) ; 
soit : pH, = 1/2 {6 + 9J.7) = 7,79. 

Lïïistîdine en sû lui ion aqueuse peut être titrée soit par une base farte (hydroxyde de 
sodium), soit par un acide fort (acide chlorhydrique} (ftg. 6.4,). 




ïopyrighted material 


Fig. 6.4. Courbe de titrage de l'HisriLlifie 


2. REACTIFS 



* Solution (Je glycine de concentration molai re Ç ■■= 0,1 mol -dm :i , 

- Soi'uncn d 'arginine de concentration molaire C ■= 0,1 rnol.dm -3 , 

* So/ulrorr d'acide aspartique de concentration molaire C = 0,02 mol. dm - 3 (l'acide aspar- 
tique est peu soluble : à 25 °C sa solubilité n'est que d'environ 0,78 g/ 100 g d'eau), 

■ Solution d'histitfine do concentration molaire C » 0,02 mol -dm \ 

■ Solution Placide chlorhydrique de concentrait ion molaire C * 0 r 2 mol -dm " V 

* Soi'uU'on d’hydroxyde de sodium de concentration molaire C -■ 0,2 mol. dm 

* Sb/uî/on d'hydroxyde de sodium de concentration molaire C -- 0,05 mal. dm “ 

* Sbtuij'on tampon pour le standardisation du pHmëtre. 


3. FICHE TECHNIQUE 


3,1, Formoititration de la glycine - méthode de Sorensen 


Dans un bêcher de 100 cm 5 introduire 10 cm 3 d’une solution de mét banal à 40 % en vol 
urne. 

Lés solutions commerciales de méthane! contiennent de l'aciide méthanqique. El est 
nécessaire de les amener â pH 6 (pH de la glycine) par addition d'hydroxyde de sodium 
{compte-gouttes) très diluée (« 0,05 moi.dm“ 3 K 

Ajouter E = 20 cm 3 de solution de glycine à doser. 

Titrer par la solution d'hydroxyde de sodium de concentration molaire C = 0,2 mol.dm - 3 . 
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REMARQUE : en raison des risques toxiques du méthane ! f ou formol} il est important de 
rappeler quelques consignes de sécurité : 

- travailler loin de foule source de chaleur ou de flamme ; 

- stocker le produit dans un récipient fermé : 

- ne pas pipetter à la douche ; 

- ne pas inhaler ; 

- éviter le contact avec la peau ; 

- travailler dans une pièce ventlllée ; 

- ne pas jeter du méthenpl (formol) dans i 'évier , 


3,2» Courbe de titrage de l'arginine 

Dans un bêcher de 100 cm 3 , introduire E ■ 20 cm 3 ou 25 cm 3 de la solution d'arginine à 
doser. 

Mettre en marche l'agitateur magnétique. 

Titrer par la solution d'acide chlorhydrique de concentration molaire G = 0,2 moLdm - a , 


3.3. Courbe de titrage de l'acide aspartique 

Dans un bêcher de 100 cm 3 ,. introduire E = 20 cm 1 ou 25 cm 3 de solution d'acide aspar* 
tique â doser. 

Mettre en marche l'agitateur magnétique. 

Titrer par la solution d’acide d'hydroxyde de sodium de concentration molaire 
€ = 0,05 mol. dm " 3 , 


3.4. Courbe de titrage de î’hîstïdine 

Dans un bêcher de 100 cm 3 , introduire E = 20 cm 3 ou 25 cm 3 de solution d'histidine a 
doser, 

Mettre en marche l'agitateur magnétique. 

Verser de l'acide chlorhydrique au compte-gouttes jusqu'à abaisser le pH à 2, 

Titrer ensuite par la solution d'hydroxyde de sodium de concentration molaire 
C - 0.05 mol.dm -3 . 

REMARQUE ; Los solutions d'hydroxyde de sodium se carbonatent très rapidement 
surfant quand elles sent peu concentrées. 

On peut étalonner une des solutions titrantes par pesée de produit R P (par exempte t 'hy- 
droxyde de sodium de concentration molaire voisine de 0>2 mot. dm ~ s par pesée d'acide 
oxalique (CQQH)p 2H S 0 pur. ou d'hydrogênopbtalate do H pur et anhydre >. les 2 autres 
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solutions titrantes seront : 1) préparée par dilution exacte, au 1/4 : hydroxyde de sodium 
à environ 0,05 mol. dm ~ 3 ; 2} dosée par étalonnage volumétrique : solution d'acide chfçh 
rydùque à environ 0.2 moi. dm ; 
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3.5. Questions 


1} Pour chaque acide aminé, tracer la courte de titrage : p*-i = fi vol unie NaOH versé) ou 
pH - fi volume HCl versé). 

2) Déterminer tes points d'équivalence par la technique des tangentes parallèles 
m &5J : 

- tracer deys tangentes à la courbe, parallèles et situées de part et d'autre du point 
dilnfiexlûn (construction qui ne do t pas masquer le tracé graphique) : 

- tracer ensuite une parallèle, équidistante à ces deux tangentes. Son intersection avec 
la courbe pH = f( volume solut ion titrante) détermine le point d'équivalence. 



Fig, 6,5, DttejffiilrwtiQii du volume équivalent par la int-uvode des tangentes parauétes 
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ü est important que le tracé graphique soit, précis de part et d'autre du point équivalent. 
Les volumes de solution titrante versés à la burette devront être petits dans ceîte zone de 
pH qui correspond à un « saut de pH * et à un point d'inflexion de la courbe : 

- au niveau des pK : 0,5 cm 3 < V rtulign lilrHrt < 1 cm 3 ; 

- au- niveau des points équivalents : 0,05 cm 3 < V Sülutlon1ltranrÉ < 0.2 cm 3 . 

.31 Dosage de f& glycine : 

- Déterminer graphi quement le volume équivalent (V), le pH de neutralisation et le pKj du 
dérivé N-dihydroxyméthylé de Sa glycine, 

- Calculer la concentration molaire de la solution de glycine, exprimée en mol.dm" J . 

'"'glv'cinu 

^ glycine 


4i Dosage de l 'arginine ; 

- Déterminer graphiquement : le ph et le volume de neutralisation de la fonction ü NH^ 
{V) ; les pK des fonctions c aminée et u earboxylique, 

- Calculer la concentration molaire de la solution d'arginine, exprimée en mol, dm " :i . 

_ c h t * v 

^ arigl rvne 

t arginiiw 


5j Dosage de J " acide aspartique ; 

- Déterminer graphiquement ; se P H et le volume de neutralisation de Sa fonction fi car- 
boxy tique : tes pK des fonctions fi earboxylique et n. aminée. 

- Calculer la concentration molaire de la solution d'acide aspartique, exprimée en 
mol. dm " 5 


'a aspartique 


C oa- * V 


■a. aspartique 


6} Dosage de l'histictine : 

- Déterminer graphiquement : le pH et le volume de neutralisation de la fonction âmtda- 
zole : tes pK des fonctions a cariboxyliique. imidazole et tx aminée, 

- Calculer la concentration molaire de la solution d'acide aspartique, exprimée en 
mol, dm " 3 . 


C 


hiÊiidme 


C OH *V 

Eh.'UK* 1*1 h 


7) Comparer tes capacités tampon des quatre acides aminés étudiés dans .es conditions 
de p H des liquides intraceiSulai r es et do sang. 



4. ANNEXE 


Fiche technique : le pHmètre. (Se reporter â l'annexe du chapitre 1 : - Préparation d'un 
tampon phosphate »), 


5. EXERCICES 


Exercice n 6 1 : calculs de pHi 
Qu 'appelle-t-on le pHi d’un acide aminé ? 

Ecrire les équ libres d’ionisation des acides aminés suivants et en déduire le calcul du 
pHS. 


Acide amtnë 

pK t 

U ÇQGH 

pK, 
tr NH2 

pK R 

Chaîne latérale 

Sénne 

2.2 T 

9,15 


Cystéine 

1J1 

1Û.7& 

8.33 

Tyrosine 

2,20 

9,11 

10,07 


Exercice iff 2 : courbes d'ionisation 

Pour les trois acides aminés précédents, représenter sous forme de courbes le pourcent - 
âge des différentes formes ioniques en fonction du pH. 

Exercice rff 3 : analysé de la courbe de titrage de l’alanine (extrait d'un sujet du concours 
général) 

1) Du chlorhydrate d'alanine cristallisé est dissous dans de l'eau distillée, puis dosé par 
une solution d’hydroxyde de sodium. 

On pose : 

quantité de MaOH versée 

x 

quantité d'acide aminé présent 

La figure 6.6 . représente la variation du pH de la solution de chlorhydrate d'alanine en 
fonct ion de x „ 

Ecrire les équations chimiques Correspondant aux différents temps du dosage. 
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Déterminer graphiquement les valeurs des pK 1 et pK s de l'alanine. 

Calculer lies valeurs des pH correspondant aux valeurs de x = 0 ; 1 et 2, 

Comparer tes résultats aux. valeurs expérimentales. {La concentration molaire en alanine 
est voisine de 0,Qi mol, dm ~ 3 ). 



m 6,6, GCülfhe (te titrée dWe solution cte çhltifhydrato O'alarune par lu soude 

3} Une prise d'essai E = 10 cm-* d'une solution S d'alanine est introduite dans un vase â 
titration. La mesure du pH indique alors pH = 6, On additionne alors un excès de solution; 
commerciale de méthanol (formol) ; le pH chute à 3,9. Interpréter qualitativement cette 
observation, On verse alors à te burette une solution d'hydroxyde de sodium, exactement 
0.02 moi. dm " 3 . Les valeurs de pH lues en fonction des volumes V cm 3 de MaOH versés 
sont consignés dans le faû/eau 6,), Tracer la courbe pH = f (V cm 3 ), En déduire les points 
remarquables. Calculer la concentration molaire C^ nin(; de la solution S en moles d'ala- 
nine par dm 3 . 


Tableau 6.1. 


32 



i/o l'urne de mOh verse pH 

(éjî co-r ’.r 


l/o^™? de toaQH versé pw 

fen ctrff 

0 

, 39 

19 

S 9 

2 

4,9 

1Û Drj 

9,7 


53 

19.1.. , 

19.2.. . 

IC. 5.. 


6 

B 

„-S,S 

6,1 

■ “ “ ■ i “ ■ “ r i “ ■ « “ ■ m “ p ■ “ ■ r 1 i r m ■ r 1 i ■ r 11 ■ m r 1 i F r 1 1 r m ■ r *1 "C^f 3 

a 

S, 4 5 

11...... 

11 

95 . . 

& 0 

12. . 

11 3 

9, S 

7,2 

13 

11,4 

9.9 

ipnipn-rn"ri--n--M-ri- , n-pivn-pii-"ii"i!Pi i-rnT iS 

a,2 

14.,,,,, 

1S 

>..Jt,JJbUlUJI.IJbLULl fi .a fi. fi .fi - k fi .4 fi. a.i ai k fi-A .4 fi. 4 .fi .. i-A .a _ A .A - k 1 , .. ^”1 1; ,6 
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CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice fi a 1 : 

1) pH pour lequel la charge nette est nulle. 

2 ) 


Sérine. A + A* _ 

\ 

H’ H + 

pK, pK s 

pHi = 1/2 ( pK L -h pK 3 > - 5,88 


Cyslsine : A * 


/ H ‘ 

_iL 


/ 


H + 


H * 


\ 


A' ^ 


PK, 


H + 
P^H 


/ 


H * 


\ 


H + 
PK* 


pHI = 1/2 i; pK a 4 pK R ) = 1/2 {1.71 + 8,33) = 5.02 


Tyrosine : A* 




A ± 




A = 



H' 


A a - 


pK, pK a pK n 

pHi = 1/2 ( pK t + pK ? ) = 1/2 (2,20 + 9,11) = 5,65 


Exercice iV 2 : 


Sl'inl tll'ril îfiOJ-nl 
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Exercice n* 3 : 

1 ) 


HÜ0C-CH-NH2, 
I 3 
CH-, 


Cf 



HOOO-CH-WH^ +- cr 
II 

CH a 


HGQC-CH-IMHn + OH 

J 3 
CHg 


"üoc-ch-imh; t 

i, J 


H ; Q 


CH. 


"OOC-CH-NHJ +- OH 


CH. 


Détemninations graphiques ; 

- pour X - 0.5 -? pK t = 2,35 

- pour X = 1,5 «4 pK ? » S. 72 


-OOC-CH-MH 3 + H,0 
Il 2 2 

ch 3 


Calculs : 

- pour X = O pH = 1/2 (pKa - logC) 

pH = 1/2 (2,35 - log 10 - 2 ) ^ 4,35/2 - 2/L7 

- pour X = ;1 pH ^ pHj = 1/2 (pKj + pfK. 2 ) 

pH = 1/2 x. 12,07 = 6,03 

- pour X * 2 pH = 1/2 ( pK 2 + pK f , + logC) = 1/2 (9.72 + 14 - 2 ) 

pH = 10.36 

Aux pH extrêmes, les valeurs ex périment pies ne correspondent plug eux valeurs calculées 
(pH 2,17, pH 10.33) : cf. chapitre 1, 


2) En présence de méthane!, on obtient un acide plus fort 


C x Vert 
oh" 


alanine 


0 .02 X 10 -3 

. — • = 0,02 mol. dm 
10 
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En Industrie agro-alimentaire, le dosage eolori métrique du complexe phospho- 
vanadomolybdique (méthode de Miss on) est souvent utilisé- Mais, pour les 
faibles concentrations en élément phosphore (de l'ordre de quelques mg.dm ' 3 
- lors de l'analyse des eaux, par exemple), Il faut utiliser le dosage, plus sensi- 
ble, du complexe phosphomolybdeux - moly b clique (méthode de Briggs par 
exemple). 

En analyses médicales, les techniques procédant par réduction dit complexe 
phospbomolybdate ou par dosage calorimétrique du complexe phos pho varia do- 
rnolybdique sont de plus en plus abandonnées au profit des techniques directes 
avec lecture à 340 nm. 


Méthode de Misson 


1. PRINCIPE 


En présence d'une solution acide de molybdate et de vanadate d'ammonium, les 3ons 
phosphates conduisent â la formation d'un complexe jaune intense : le complexe phospho- 
vaPsdomQlybPique [(NH 4 ) 3 PÛ 4 - NH 4 V0 3 - 16 MoO a ], 

On opère en milieu nitrique, chlorhydrique ou sulfurique {[H 3 G + ] = 0,5 à 0,9 mol -dm ■ 3 )„ 
La coloration se développe alors rapidement. 

le réactif de Misson ou rêaet-t nitro-vanadomoly bdi q ue, est réalisé par mélange d'une 
solution de molybdate d'ammonium et d'une solution nitrique de vanadate d'ammonium 
<cf, § 2.1). 

le maximum d'absorption du complexe est situé dans l 'ultra-violet â 315 nm, puis 
l'absorption décroît régulièrement quand la longueur d’onde augmente. Le réactif nitro- 
vanndomo lybd ique absorbe lui-même notablement jusqu'à 42Û-43Û nm. La colorimétrie 
est donc réalisée à une longueur d'onde légèrement supérieure 46Ü-470 nm. 
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Fi*. 7.1. Sptx Lrcè d' tibüDrtrtiün du t ümp)t>; rj phDspho-vanadDmalYbdique Et du réartif i’ tro-vanadomo- 
lybdiqutf 


Les substances susceptibles de précipiter avec te réactif de coloration doivent être élim- 
inées : c'est le cas clos protéines. 

Des iens peuvent interférer $gr le dosage {par exemple ; Fe |H). 


Limite de linéarité : 2.10 ' mol d'ions phosphates par dm * do milieu réactionnel. 
Cette méthode simple et rapide manque toutefois de sensibilité- 


2. DOSAGE DES PHOSPHATES URINAIRES 


Le phosphore minéral urinaire se trouve sous forme d'ions münohydrogêno phosphates 
i HPO ï ■ j et sous forme d'ions dihydrogénopJiosphates \M .PO,'}. 

Pour un sujet en équilibre âc.dohasique : 


(HPO, a '} 

Dans l'urine : — * =■ 1/63 alors que dans le plasma 

[h 2 pü 4 - ] 


[HPO= | 

z 4 

lH 7 PDf ] 


L'excrétion des phosphates diminue avec l'âge. 



2.1, Réactifs 


* RêarAtf nnm’V^nadomolyùdsqué : 

- solution A : dissoudre 40 g de molybdate d'ammonium dans 400 cm 3 d'eau distillée ; 

- solution B : dissoudre i g de vsnadate d'ammonium dans 300 cm 3 d'eau distillée et 
200 cm 3 d'acide nitrique concentré. Laisser refroidir ; 

- solution prête à l'emploi : dans une frôle Jaugée de 1 dm 3 , verser d'abord la solution B 
puis la solution A ; compléter à un dm 3 et laisser reposer huit Jours avant l'utilisation. 

■ Dihydrogénpphçsphate de potassium pur pour analyses et anhydre (KH 2 PÛ 4 masse 
molaire = 136,09 gjriol -1 ) ou une solution aqueuse à 2,040 g de KH 2 P0 fl par .dm 3 . 

* Urine à analyser . 


2.2. Fiche technique 


Il est recommandé de traiter en même temps r urine et les étalons. 


2.2.1. Dosage de l'urine 

* Homogénéiser r urine par agitation puis la diluer au 1/20 avec de l'eau distillée. 

* Dans un tube é essais, introduire : 

- urine diluée : 5 cm 3 ; 

- réactif nitro-vanadomofybdlque [distributeur) : 5 cm 3 . 

Attendre 5 minutes puis lire l’absorbance à 470 nm contre un - témoin réactif - ou 
éventuellement contre un * témoin urine * {urine foncée). 

Si l'absorbance de l 'essai est supérieure â celle des étalons, recommencer le dosage en 
diluant l'urine au 1/40. 

2.2.2. Etalonnage du spectrophotomêtre 

A partir d'une solution â 2,040 g dm " 3 de dihydregénophosphate de potassium, réaliser 
une gamme d 'étalonnage contenant de 1,5 â 7, S pmoî de P par tube. 

Traiter les étalons de la mime façon que r urine diluée, 
üre les absorbances à 470 nm contre un - témoin réactif -, 


2.3. Questions 

1) Donner le tableau de composition des tubes. 

2) Tracer la courbe d'étalonnage : A = ffqs P en pmol) ou utiliser la régression linéaire. 

3} Calculer la quantité de phosphates urinaires éliminée éh 24 heures : dU-phosphates : 
(qsj en mmol : {qm) en g de P. 



Données : 


- K = 39,1 g. mol " 1 ; P = 31 g.mor " 1 : H - 1 g.mol ' 1 : O = 16 g.mol " 1 : 

- diurèse dy patient : 1 750 cm 3 en 24 h : 

- intervalle de référence : dU - Phosphate (qs) 22 - 42 mmol ; 

dU - Phosphate (qm en P) 0,7-1 ,3 g 


2.3. Mode opératoire 


2,3.1. Tableau de composition des tubes 


Tableau 7.1. 


N" dm tubes 

TïivikP. 1 

T 

2 

3 

4 

5 

7; </ L'i{* 

Dosgge 

(2) Solulion élatara à 









l.5tinn(H.cm -:3 |cm 3 ) 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

tl 

0 

UrirE diluée eu 









1/20 (cm 3 ) 

“ 

- 

“ 

- 

- 

- 

5 

5 

<3) H ? 0 distilles (cm 3 ) 

G 

4 

3 

î 

1 

0 

- 

- 

Réactif Cte Miswjn icné) 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

< 1 ) P Cfi &n uptujl 

0 

1,5 

3 

4, S 

6 

7.5 

0 

X 


Conseils : 

Construire le tableau de composition des tubes (tabL 7.L) en vérifiant que Ses lignes fl) 
et (2) forment des séries proportionnelles. Compléter ( 3) . Finir de remplir le tableau. 

Calculer la concentration de la solution étalon nécessaire pour préparer les tubes 
étalons : tube n° 1 : 1.5 pmol.cm ~ 3 . 

La solution étalon a 1,5 pmol.cm - 3 est obtenue par dilution au 1/10 de la solution a 
2,040 g -dm - 1 (soit 2,040 / 136,09 = 0,015 mol. dm - 3 ), 

2.3.2. Calculs 


x 

dU quantité de substance (qs) en mmol = — x 20 x: 1,750 

5 

(X est 3a quantité de P, exprimée en pmol,, présente dans la cuve ■ dosage »). 
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1. PRINCIPE 


Méthode de Briggs 



En présence d’un excès de solution acide de rnolybdale d'ammonium {réactif suifô- 
molybdique : molybdate d'ammonium et acide sulfurique) „ les ions phosphates con- 
duisent à ta formation d'un complexe phosphomolybdique H :Ï PQ 4 

Par addition d'un réducteur, le complexe est réduit en complexe phosphomolyMeuix 
molybdique H^PÛ , - [(MoO^ Mû0 2 ] 

Ce composé est stable et soluble dans l'eau. Il est intensément coloré en bleu ' Je maxi- 
mum d'absorption se situe vers 830 nrp mais, en pratique courante, les absorbances 
sont mesurées à 700 nm. 

L'absorbance suit la loi de Beer-Lgmbert pour les faibles concentrations en phosphates 
(jusqu'à environ 10 pg.Pxm -3 dans le milieu réactionnel). 

Le milieu doit être exempt de composés susceptibles de précipiter avec le réactif nrwlyb- 
dique, d'où la nécessité de pratiquer une défécation préalable en présence d'acide 
trichloracëtique, pour éliminer les protéines du sérum, du plasma, ou d'une uriné albu- 
mineuse. 

Un certain nombre d'ions peuvent interférer dans ce dosage comme As[V) et Si(IV) qui 
donnent une coloration analogue, Sn(IV) et ESi(LII) lesquels conduisent à la formation de 
précipités entraînant du phoshore, Cu(ll). Ninl et Cr{lll) qui gênent par leur couleur, 

il convient d'éviter la réoxydalion du complexe molybdeux-molybdique et la réduction de 
t 'excès de réactif mplydique on * blieu de molybdène * qui absorbe surtout vers 830 nm. 

De ce principe découlent plusieurs techniques opératoires qui diffèrent par la nature du 
réducteur (hydrox y lamine, fer ferreux, p.mêlhylaminophénol.,,) ou par les conditions de 
développement de la coloration (témpérature, durée). 

La méthode de Briggs représente l'une de ces variantes : le réducteur utilisé est un 
mélange d'hydroquinone et de sulfite de sodium. 

il s'agît d'une méthode très sensible. 



2. DOSAGE DES PHOSPHATES SERIQUES 


Le phosphore minéral Ou plasma se trouve sous forme d'ions mono hydrogène phosphates 
( HPO 4 ) et d'i ons di hyd rogènophosphatos ( H 2 PO ; 1 j , 

Le sang est prélevé sur tube sec (dosage sur sérum) ou sur anticoagulant, hëparinate dé 
lithium {dosage sur plasma) et centrifugé aussitôt en évitant l'hémolyse. 

Le dosage doit être réalisé dans les deux heures oui suivent le prélèvement pour évrter 
l'hydrolyse enzymatique des esters phosphoriques du sang. 

Consignes de sécurité à respecter pour la manipulation de sérum humain (ci chapitre il 
& 3 >- 


2.1. Réactifs 

* Sérum à doser (sérum an mal — sérum de boeuf j . 

* A çide triçhloraçétiquç à 200 g-dm ~ 7 

* Réactif sulfomofybdique. Dans un bêcher de 50 cm 3 , introduire : 

- molybdate d'ammonium : 25 g ; 

- eau distillée : 125 cnv\ 

Dissoudre. Tiédir éventuellement. Laisser refroidir et a.outer : 

- eau distillée ; 125 cm 3 : 

- acide sulfurique pur : 75 cm 3 . 

Homogénéiser. Ce réactif ne pose pas de problème de conservation. 

« Hydroquinone à 10 g.dm ~ 3 : solution aqueuse à préparer ex t em porgnême-nt . 

On peut retarder l’oxydation par l’addition de 4 gouttes d'acide sulfurique concentré et 
conserver la solution à 4 °C. CI faut renouveler la solution dès qu’un jaunissement appa- 
raît. 

* Sulfite de sodium à 200 g.dm 3 1 solution aqueuse à conserver en flacons bien 
bouchés et à renouveler fréquement. 

* Dihydrogénophosphate de potassium pur pour analyses et anhydre tKH 2 PÛ 4 masse 
molaire - 136.09 g. moi" t ) ou solution étalon phosphate à 2,722 g dm “ 3 de dlhydro- 
génophosphate de potassium. 
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2.2. Fiche technique 


2 . 2.1 Dosage 

Défécation 

Dans un tube à centrifuger, introduire : 

- sérum à doser : 2 cm 3 ; 

- eau distillée : 6 cm 3 : 

- acide tricftiûrac étique à .200 g, dm ■ 3 : 2cm 3 , 

Agiter. Boucher. Laisser reposer une minute. Centrifuger pendant 10 minutes à 
5 000 tours. min " 1 . Pratiquer immédiatement la réaction Colorée. 

Réaction colorée 

Dans un tube à essais, introduire : 

- défécat : 2 cm 3 ; 

- eau distillée : 5 cm 3 : 

- réactif sulfemolybdique : I cm 3 ; 

- hydroquinone à 10 g, dm 3 ; 1 cm 3 ; 

- sulfite de sodium à 200 g.dm " 3 : 1 cm 3 . 

Homogénéiser. Attendre 20 à 30 minutes, à l'obscurité. Lire à 700 nm contre un témoin 
réactif. 


2.2,2. Etalonnage de l'appareil 

A partir d'une solution étalon à 2,722 g dm " 3 de dihydrngénophnsphate de potassium, 
préparer une gamme d'étalons contenant entre O et 2 umol de phosphore par tube. 


2.2.3 , Questions 

1) Tracer la courbe d'étalonnage ou utiliser la régression linéaire. 

2) Déterminer Sa phosphatémie du patient : 

Se-phosphate -{substc) m mol. dm -3 

- [ rnasc en P) mg.dm " 3 


Données : valeurs de référence pour la phosphatémie : 


- (Ad) PI- phosphate (substc) 

( masc en P) 


Ü.98 - i,3Û mmol.dm -3 
30 à 40 mg.dm -3 


- {El Pl-Phosphate (substc) 

(masc} 


1,30 - 2,00 mmql.dm ’ 3 
40 à 60 mg.dm - 3 . 
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2.3. Technique 


2.3,1. Tableau de composition des tubes à essais 

Tableau 7 JL 


N" des lubes 

0 

? 

2 

3 

4 

Jltosage 

Surnageant de 
centrifugation {cm 3 ) 

- 

- 

- 

- 

- 

2 

Solution slalom 
à 1 mmol.dm 3 (cm 3 ) 

- 

Ü.S 

1 

1.5 

2 

- 

M.,0 dlstillôo (cm 3 } 

7 

e.& 

S 

5,5 

5 

5 

Réactif sutfomoiytidrque (cm 3 ) 

1 

i 

1 

1 

1 

1 

Hydroqulnone à 10 g dm (cm 5 f 

1 

i 

1 

l 

i 

i 

Sulfite de sodium il 203 g.dnn - ’- 1 fcm 3 ) 

1 

i 

1 

1 

1 

1 

P q& )imM 

0 

Û.S 

1 

1 ,S 

2 



La solution étalon mère est à 2,722 g de KH 2 PO^ par dm 3 , soit de concentration molaire 
égaie à 0,02 mol dm - 3 ou 20 m mol. dm ~ 3 . 

La solution étalon nécessaire pour la composition dos tubes de gamme est à 
1 jiimol .cm " a „ soit l romoLdm - On l 'obtient par dilution au 1/20 de la solution étalon 
mère,, 

2.3.2. Calculs 

Le défécat dosé correspond à une dilution au 1/S du sérum analysé, 

*p 

So-piiosphate ( subît C J m mol -dm 3 = .5-2,5 

2 

\ 

5c--phosphate (maso, en P) mg.dm" 3 = x 5 k 31 - 77„5 . X p 

2 

(X p étant la quantité de P, exprimée en pmol. présente dans la cuve « dosage ■■). 
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EXERCICES 


Exercice it* i : dosage du phosphore du lait 

1} A partir d'une solution à 4,619 g,dm _ 3 de monohydrogénophosphate de sodium 
dodécahydratè (NajHPÛj, 12 H 2 0) pur, on prépare une solution étalon à 20 mg de phos- 
phore par dm 3 . 

Composition du tube témoin : 

- 7 cm 3 d'eau distillée ; 

- 1 cm 3 de réactif molybdique : 

- I cm- 3 d'hydroquinone à 1 % ; 

- 1 cm 3 de sulfite de sodium à 20 K, 

2) Dans un tube à centrifuger, on met : 

- 1 cm 3 de lait reconstitué à raison de 100 g de lait en poudre par dm 3 de lait recons- 
titué ; 

- 7 cm 3 d'eau distillée ; 

- 2 cm 3 cfacide trlchlorac étique à 30 

On mélange. Après 5 minutes d'attente, on centrifuge 10 min. à 5 000 tours.mln - f 
La réaction colorée est réalisée sur 2 cm 3 de surnageant dans les mêmes conditions que 
les tubes de la gamme. 


Questions 

1) Donner la préparation de la solution étalon â 20 mg.dm - 3 â partir de la solution de 
Na 2 HP0 4 , 

2) Donner un tableau de composition des tubes. 

3) Etablir la formule littérale donnant la concentration massique en phosphate du Lait 
reconstitué, exprimée en g. dm " 3 . 

4} Etablir la formulé littérale donnant lâ masse de phosphore dans 100 g dé lait en 
poudre, 

{Soit X 3a masse de P présente dans la cuve dosagef 

Données : Na - 23 g, moi - 1 ; P = 31 g. mol “ 1 ; 0 = 16 g, mol -1 ; H - 1 g .mol - 1 . 

Exercice n* 2 : dosage du phosphore sérique (extrait BTS) 

Dans un tube à centrifuger on met : 

- 1 cm* dé sérum ; 

- 1 cm 3 de solution d'acide trie h Iprac étique à 2CK) g,dm " 3 i 

- 3 cm 3 d'eau distillée. 




On centrifuge. On reprend 1 crm 3 de surnageant auquel on ajoute 3 cm 3 de réactifs de col- 
oration, On baisse 30 minutes à l'obscurité et on lit l'absorbance. 

1) Sachant que la phosphorémie est d’environ 1 m mol. dm" 3 , indiquer un tableau de pré- 
paration des tubes permettant de réaliser 4 étalons. Donner la concentration de la solu- 
tion étalon utilisée, 

2) Quelle masse de dihydrogên ophosphat e de potassium kh ? PQ 4 (M = 136,09 g.moi 
faut-il peser pour préparer 100 cm 3 de la solution étalon précédente 7 

Une telle pesée est-elle envisageable en pratique ? Justifier la réponse et éventuellement, 
proposer un protocole de préparation. 

Exercice n ù 3 : dosage des phosphates urinaires 

On prépare une gamme de O à 4 pmûles de phosphore par tube à partir d'une solution 
étalon de concentration massique exprimée en P 2 0 5 égale à 1,136 g .dm “ 3 , 

Le dosage de l'urine est réalisée de la manière suivante : 

- urine diluée 6 cm ! ; 

- réactif de Missan 6 cm ', 

1) Donner un tableau de composition des tubes. 

2) Quel est le coefficient de dilution de L'urine ? 

Données dU - Phosphate ïqrri en P) ±= 1.0 g ; 
diurèse (vol) » 1,5 dm--. 

Exercice n* 4 m , les phosphates sériques 

* Sérum ; 

- Défécation : sérum, 2 cm 3 : eau distillée, 6 cm-* : acide trichlorac étique, 2 cm 3 . 
Homogénéiser puis centrifuger, 

- Réaction colorée : surnageant. 5 cm ' ; réactifs de coloration, 3 cm 3 . 

* Etalonnage de I "appareil : préparer une gamme étalon permettant de doser des hyper- 
phosphatémies à 100 mg de phosphore par dm 3 au maximum. 

1) Donner un tableau de composition des tubes, 

2) Donner uri mode opératoire pour la préparation de la solution étalon. 

3) Quelle quantité approximative de phosphore obtiendrait-on dans le tube dosage, pour 
une plhosphatém e normale ? 

Données : 

- Produit à peser : de Na s HPÛ4, 12 H^Û pur pour analyses (Masse molaire = 
358 g, moi - Q, 

- (Ad) Pi-Phosphate (masc en F 1 ) = 30 a 40 mg.dm ~ 3 . 

- P = 31 g- mol -1 - 



Exercice n* 5 : dosage des ions phosphates urinaires par ïa méthode de fyfisson 

Tube essai : 5 cm 3 d'une urine diluée au 1/20 ; S cm 3 de réactif de Coloration. 

L'essai est tu contre un témoin réactif, il a la même absorbance qu'un tube étalon con- 
tenant 200 jjg de P et réalisé de la manière suivante :: 

- solution étalon : 4 cm 3 ; 

- eau distillée : 1 cm 3 ; 

- réactif de coloration : 5 cm 3 , 

1) Calculer la concentration urinaire, en phosphore, exprimée en g, dm - 3 „ 

2) Quelle est la concentration massique de la solution étalon, exprimée en, g de P par 
dm 3 ? 

Cette solution étalon a été obtenue par dilution au 1/10 d'une solution de monohy- 
drogénophosphate de potassium (K 2 HPÛ 4 } préparée par pesée de produit pur pour ana- 
lyses. Calculer tâ masse de produit pesée pour préparer U = 100 crrr de cette Solution. 

3) Calculer le coefficient d'absorption molaire (en m-'.mol _1 ) du composé coloré dosé, 
sachant que l'absorbance du tube étalon est A - 0,36, 

4j Quelle absorbance aurait*on mesurée, si Ton avait oublié de mettre 1 cm 3 d'eau dans 
te tube étalon ? 


Exercice n* © ? étude d'un modo opératoire do dosage dos phosphates plasmatiques et 
urinaires par méthode calorimétrique sans déproté i ni sat ion (extrait sujet BTS) 

Fiche technique : 

* Solutions destinées au dosage ; 

- R t : réactif réducteur 

Chlorhydrate d'hydmxy lamine (masse molaire = 69,49 g.mol _1 ) : 0,14 mol-dm^ 3 - 
Polyvlnylpyrrolldone : lOg.dnr" 3 . 

Acide sulfurique : 69,63 mmql.dm 3 . 

- R 2 : molybdate d'ammonium (masse molaire - 1 190,82 g. mol _1 ) : 6,07 mmol.dm ~ 3 . 

- R 1 : hydroxyde de sodium (masse molaire - 40,00 g.mpl - 'J; 4 mol. dm ~ 3 . 

- R 4 : dihydrogénophosphate de potassium (solution S) : 1,0887 g. dm" 3 . 

Or, donne : P = 31 g,mol ' 1 0 = 16 g, mol ~ 1 H = 1 g.moi ~ 1 K = 39,1 g. mol - K 

* Protocole : 

- Echantillon (plasma ou urine diluée) : 0,4 cm 3 , 

- Réact if réducteur j 2 cm 3 . 

- Solution de molybdale d’ammonium : 2 cm 3 . 

B^en mélanger, laisser 2 min, à température ambiante. 

Ajouter : soi ut lors d’hydrûxy de de sodium : 0,5 cm 3 . 

Mélanger, Placer 15 min. à 37 C C. Lire à 680 nm. 



L'étalonnage est fait dans les mêmes conditions opératoires à partir de 4 solutions 
étalons : El, E2, Ë3, È4 que l’on prépare à partir de lia solution S, en vue d'introduire 
dans les tubes étalons respectivement : 0,256 ; 0,384 ; 0,512 ; 0,640 micromoles de 
phosphore. 

Questions : 

1) On prépare 100 cm 3 de chacun des trois réactifs RI, R2, R 3, 

Quelles masses doit -on peser : 

- de chlorhydrate d'hydroxylamine ? 

- de polyvinylpyrroiidone ? 

- de motybdate d'ammonium ? 

- d'hydroxyde de sodium ? 

Quel volume d'acide sulfurique pur devrait -on prélever ? (pureté : 05 S& M = 98,08 g.mol - L ; 
masse volumique : 1 834 kg.mr 

Comment en pratique, peut-on faire un tel prélèvement et quelles précautions doit-on 
prendre dans la manipulation de cette solution commerciale ? 

2) Quelles sont les concentrations de El, E2, E3. E4, exprimées en mmol.dm ~ 2 ? 

Comment préparer 100 cm 3 de chacune de ces solutions étalons à partir de S ? 

3} Sachant que l'urine renferme environ 2,3 g-dm “ 3 de phosphates exprimés en P-jQ r .. 
proposer une dilution de ce milieu biologique et préciser la quantité approximative corre- 
spondante de phosphore (exprimée en micromoles) dans le tube dosage. 

4} Sachant que le résultat trouvé pour 3e plasma correspond au tube renfermant l'étalon 
E2, calculer la concentration du phosphore plasmatique en mmol.dm " 3 , pu à en mg.dm " 


CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice it° 1 : dosage du phosphore du lait 

Solut on IMa^HPOj à 0,4 g P .dm - \ Soit 4ÛO mg. P. dm - 3 
l/d * 20/400 = 1/20. 

2) Lait dilué au 1/10. 

Solution étalon à 20 mg P .dm - 3 soit 20 pg P.cm -3 . 

Volume total dans chaque tube : 10 cm 3 , 
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Tableau 7,111. 


N ' des tubes 

0 

ï 

2 

3 

4 

5 

Ûûsage 

Surnageant (cm 3 ) 

- 

- 

- 

- 

- 


2 

SolUlion elgscrn (cm^ 

0 

1 

2 

3 

4 

S 

- 

H.,0 distillée icm’i 

7 

6 

5 

4 

0 

2 

5 

RÉadrl (cm 3 } 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

P (qs) jig 

Cl 

30 

40 

60 

80 

IM 

X 

3) Concentration massique en g P. dm " 3 

de lait = 

X/2 x 10 x 10 ' 3 - 5.10 ' 3 X. 


4) Lait reconstitué à raison de 1ÛÛ g. dm 

” 3 , d'où % messe - 

5..1Ü- 3 X f &. 



Exercice n° 1 : dosage du phosphore sédque 





D Dilution du sérum 

: 1/5. 







phosphorémie 1 mmol.dm 3 -+ 

0,2 mmol.P dm 

3 P soit 0.2 p mol P. cm 

3 dans le sur- 

nageant. D r où gamme d'étalons contenant de 0 à 0.4 pmol P par tube. 



Volume total dans chaque tube = 

4 cm 3 






Tableau 7.1V. 








N* d&-& fûtes 

0 

ï 

2 

3 

4 

DùââiÿÊ 


Surnage-anl (cm 3 } 

- 

- 

- 

- 

- 

i 


Splufen jn (cm 3 ) 

0 

0.2 

0.4 

0.6 

C.S 

— 


ou 


0.35 

0,5 

0.75 

l 



H P D distillée (cm- 1 ) 

i 

o.a 

ÜG 

0.4 

0.2 

_ 


Ou 


0.75 

05 

0.35 




RéacW 

3 

3 

3 

3 

3 

3 


P cgs u mot 

0 

0.1 

02 

0,3 

04 

X 



2) Solution étalon à 0,5 pmoi de P .cm ~ 3 
ni = 0.5 x 10 - 3 x 136,09 x 10 " 1 = 0.006S g 

ou solution étalon à 0,4 mmot de P. cm 3 
m = 0,4 x 1Ü“ 3 x 136,05 x 1Û » 1 = 0.0054 g. 

Dons Je s deux cas, il faut peser 50 ou 100 fois plus, puss faire une dilution au 1/50 ou 
au 1/100 de la solution préparée par pesée peur préparer les tubes de gamme. 
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ExçtcIcê n ® 3 : dosage des phosphates urinaires 

Tableau 7.V. 


N D des îubùé 

0 

f 

2 

3 

4 

S 

Dosage 

Urine u ucc (Cm :i j 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

S 

Solution étalon, (cm 3 ) 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

- 

H,0 distillée 

5 

4 

2 

2 

1 

0 

- 

Réaclil (cnP) 

5 

5 

S 

S 

5 

S 

S 

P qs. (j moü 

0 

Ü.S 

1.& 

2 A 

3.2 

4 

X 


1) Solution étalon du tableau : à 0.8 pmol. P cm" 3 , soit 0.8 mmol. P dur 3 , 

Solution étalon mère : (1,136/142) x 2 = 0,0 16 mol P. dm - 3 , soit 16 mmol. P.dm -3 , 
Dilution i 0,3/16 *= 1/20, 

2) du *= 1.0 g d'où fP] Mnt - 1/31 * l/lh5 « 0.02 mol .dm - 3 . soit 20 jimd P,cm “ 3 , soit 
100 pmol P pour 5 cm 3 d'urine diluée. 

Pour que le dosage tombe en milieu de gamme, dilution de l’urine = 2/100 ou 1/50. 

Exercice n r ' 4 : 

Il Dilution do sérum Su 1/5, 

Hyperphosphatémie à 100 mg P. dm " s — > 20 mg P. dm " après défécation. 

Soit 20 ug P. cm ” L - de surnageant, Sort 100 \ig dans le tube dosage. 

Faire une gamme d'étalons contenant de 0 à 100 jug P par tube. 

Volume total dans chaque tube : B cm/ 

2) Solution étalon du tableau à 20 ug P. cm " 3 . 

m de Wa.,HPÛ 4 , 12 H.,0 à peser pour préparer 100 cm 3 de solution étalon : 

20 - 10- â x 1/31 x 358 x 10 - 1 = 0,0231 g. 

Il faut peser 10 ou 20 fois plus, puis diluer au 1/10 ou au 1/20 la solution préparée par 
pesée. 

3) 30 à 4Ü pg dans le tube dosage. 

Exercice n D 5 ; dosage des phosphates urinaires : méthode de IVlisson 

200 

1} Urine P inasc g, dm - 3 ï x 20 ■ 10 3 - 0.8 g-dm \ 

5 

2} Solution étalon à 50 pg P.cm - 3 . Sort 50 mg P .dm “ 3 ou 0,05 g P.dm -3 . 

Solution de K ? HP0 4 à 0,5 g P .dm -3 : 

0,5 1 

rn K 2 HPCM = ^ 174,2 x 10 - 0,281 g 



3) A = 0,36 = e C l 


0.36 


200 x 10 
31 


& 


2 “1 
* 55,8 m .mol 


10 3 
x — x 10 R 10 


4) A -0,40, 


Exercice m* ê : étude d'un mode opératoire de dopage des phosphates 

1) Chlom/drate tf'hydroxy lamine : 0,973 g. 

Fûlyvinylpyrrolidone ; 1 g, 

Molybdate d'arnmonÈum : 0,723 g. 

Hydroxyde de sodium ^ 16 g. 

Acide sulfurique ’ concentration molaire volumique = 17,8 mol -dm" 3 . 

Volume à prélever = 89,63/ 17 ,8 x 0,1 - 0,5 cm 3 , 

IJ faut prélever 5 cm 3 de solution commerciale diluée au 1/ 10, 

2 } [EJ = 0.256, /Û. 4 - 0,64 [ë 2 | = 0.334/0,4 = 0,96 

[EJ = 0,512/0,4 = 0,128 [EJ - 0,640/0,4 = 1,6 

Solution mère cfe KH 2 PQ 4 é 1,0887 - 10 3 / 136,1 = 8 mmol.dm -3 . 

Volumes de soluton S à prélever : E , : B cm 3 , E-, : 12 cm- 1 , E- t : 18 cm 3 , E 4 ; 20 cm 3 ; 
puis q s p à 100 cm 3 . 

3) L'urine renferme : (2,3 / 142) x 2 =■ 0,032 mol, P dm " 3 , soit 12,8 umol P pour 
0,4 cm 3 d'urine non diluée, 

Pour tomber en milieu de gamme l/d = 0,5/12,8 - 1/25, d'où dilutions possibles = 
1/20, au 1/25. au 1/50- 

Quantité approximative de P, dans le tube dosage ; 12,8/25 = 0,512 jimol. 

4) Plasma : quantité de P dans le tube dosage = 0,384 pmol. 

Concentration du P plasmatique : (0,384/0,4) x 1Û 3 ^0,96 mmol.dm" 1 soit ; 

0,36 x 31= 29,8 mg.dmm 3 
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1. PRINCIPE 


La spec trophotonnétrle d'absorption est très utilisée dans les laboratoires pour identifier 
des substances ou pour les doser. 

Les mesures sont réalisées dans l'UV (180 nrti < k < 400 nm), le visible 
(400 nm < k < 800 nm) Ou le proche infrarouge (800 nm < k < 1 000 nm) (fabf. $.L). 


Tableau 8. t. : Radiations électromagnétiques nm 
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1,1, Absorption dans i' Infra rouge 


L'absorption d'un rayonnement infrarouge correspond à une interaction des photons avec 
le molécule ou un groupement fonctionnel de la molécule, ce qui provoque une transition 
entre les états de vibrations de la molécule (vibration des atomes r vibration de 
valence...), l'énergie absorbée en fonction de la longueur d'onde donne un spectre de 
bandes étroites caractéristique de la substance analysée, 


1,2, Absorption dans l'UV et dans le visible 

L' absorption d'un rayonnement ultraviolet ou visible correspond à une interaction des 
photons avec les électrons des couches externes des atomes ou des molécules : les 
électrons tr et ir des liaisons à l'intérieur de la molécule passent d'un état fondamental à 
un étal exité, 

L'énergie absorbée en fonction de la longueur d'onde donne un spectre de bandes larges. 

Les molécules qui possèdent des doubles liaisons [-C-0 : N=N ; -N=Ü : -C=C- ; 
-C=C-C~C-h des triples liaisons -C=C-, des cycles aromatiques ou des hétéroc yoles 
absorbent dans l'UV lointain (160 nm â 220 nm) ou dans le proche UV (220 nm à 400 nm). 

Certaines substances ayant une structure irisât urée absorbent sélectivement dans le visi- 
ble et apparaissent alors colorées (te permanganate de K, l'hémoglobine, le parani- 
trophénol. ..) [tsbt. SM.). 


vricih cd nm 
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Tableau ®. II. ; Couleurs et longueurs d'onde correspondantes 


Longueur d'ûnrfa (nmk 400 450 500 570 590 Ci 1 0 B00 

Couleur victeï bleu vert jaune orangé rouge 


La mesure de l'absorbance d'une substance colorée se tait, si possible, à la longueur 
d'onde de la teinte complémentaire à la couleur. Par exemple f absorbance d'une solution 
de permanganate de potassium violette est mesurée à k = 540 nm ik do maximum d'ab- 
sorption ou 3^ du permanganate dans le visible), tandis pue celle du paranitro phénol 
jaune est mesurée à 405 nm du paranitrophënol dans le visible). 

il est possible de caractériser une substance en solution par son spectre d'absorption 
A = f (À. nm) connaissant les longueurs d'onde des maxi munis d'absorption (vitamines, 
coenzymes, acides aminés aromatiques..,). 

Certaines substances n'ont pas de spectre caractéristique en raison : 

- cte leur structure chimique simple ; pas d'absorption en UV et dans le visible (glucides) : 
-du milieu complexe où elle se trouvent ; 

- de leur concentration trop faible pour que Ton puisse mesurer A (si le coefficient spéci- 
fique d'absorption molaire e est également petit). 

Il faudra alors procéder : 

- soit aivec une réaction colorée spécifique, stable le temps du dosage et reproductible 
( dosages coiori métrique s. des phosphates, dosages des glucides...) ; 

- Sûit par un dosage enzymatique faisant intervenir une réaction principale, éventuelle- 
ment une ou des réactions auxiliaires et une réaction indicatrice avec par exemple con- 
sommation ou formation de NA DH, H 1- et mesures d'absorbances en UV (dosages enzy- 
matiques de l'alcool, du glucose, des triglycérides...) : 

- soit procéder à une extraction (entraînement par un solvant organique, par la vapeur 
d'eau) avant son dosage. 

Le but de la manipulation est de tracer les spectres d’absorption du NÀD* et du 
NA DH, H + en sû ut ion s aqueuses, clans le domaine du proche UV. 



2. RÉACTIFS 


■ NAD* à peser inicotinamide adénine di nucléotide : C aa H î7 N T 0, 4 P 2 . Masse molaire 
= 663.44 g. mol "*■]. 

* NADH f W T à peser (dihydronicotlnamlde adénine di nucléotide di sadique : NA DH* 
Ma 3 C.jj H ït N 7 Ns., 0 14 P 2 . Masse molaire - 709,42 g. mol -1 ). 

* Tampon Ms - HCt pH 7.40 QJ mot. dm “ 3 
Tris thydrpxy met hyl) aminométhane 

NHj 

H0H 2 C— C— cn £ oh 


CH j OH 

Préparer : 

- Tris 0,2 mol. dm 5 (Masse molaire = 121,14 g. mol " 1 ) ; 

- HCl 0,2 mol .dm - 3 

Pour un litre de tampon : 

- Tris 0,2 mol -dm ~ 3 : 500 cm 3 ; 

- HCl 0,2 mol.dm " a ; 444 cm 1 ; 

- H 2 G q s p : 1 G 00 cm 3 . 


3. FICHE TECHNIQUE 


3.1. Préparation des solutions de NA DH, H* et NAD + 


Préparer par pesées des solutions en tampon Tris- HCl de MA DH, H" et de NAD + de con- 
centrations molaires égales â 1.10 4 mol, dm - 3 . 


3.2. Enregistrement des spectres 

Utiliser m speclrophotomètre à double faisceau muni d'un enregistreur et d'un défile- 
ment. automatique des longueurs d'onde. 


Préparer trois cuves appariées, propres, eh quartz, de 1 cm de trajet optique. Remplir une 
des cuves avec de l'eau distillée,, elle servira à régler le zéro optique {cuve référence) et 
les autres cuves avec les solutions de N A DH, H' et de MAO f (cuves dosages). 

Introduire la cuve référence et une des cuves dosages dans le porte-cuve. 

Régler l'échelle des absorbances : 0 < A < 2.. 

Régler le zéro en bout de l'échelle des longueurs d'onde. 

Faire défiler les longueurs d'onde pour : 230 nm H X s 400 nm, à vitesse modérée, par 
exemple : 120 nm/mln pour une avancée du papier de 60 mm/ min ; soit finalement un 
défilement de 2 nm/mm. 

Procéder de même avec la deuxième cuve dosage. 


3,3. Questions 

1) Annoter correctement les courbes (titre, échelles d'absorbance et de longueurs 
d’onde), 

2} Sur les courbes enregistrées, détermi ner, avec précision, les longueurs d'onde des 
maximums d'absorption : AI et X2, 

3) Compléter te tableau ci-dessous et commenter les résultats obtenus. 



NAD” 

NADH, H T 

AAI 



A 12 




4) Déterminer Se pourcentage de pureté des produits pesés : MA DH. H + et du NAO* - 
solides. 


Données i 

~ é {^Csh, H* a 340 nm 
“ e MADtl, H 4 à 2SÛ nm 


= 630 m 2 .mol “ 1 

= £ MACh-i26Q nm 
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4. MODE OPERATOIRE 



4.1. Pesées de NADH, H* et de NAD* 

m r , WL ; H H4 = 0,0709 g et m NAE>l ■ 0,0663 g pour U = 1 000 cm :î de chacune des solu- 
tions aqueuses, 


4.2. Pourcentage de pureté des produits pesés 

Tableau de résultats ; 



NAD' 

i 

NADH, H 4 

AM 


A lNA[ih H* 

AU 

1 

- 

H 1 


C en mol.dm 

NADH, w' 


ÜNAUH, H*" 


f % 1 

VA DH, H* d 340 n m 


;ï\ADh. h" 

TT30Û - 


Concentraffon mass/que du NADH, ht eft g.dtn 3 : 


2NADH.H + 

6 300 


x M , 

NAÛH.H 


2NA0H.il 1 ' 

6 300 


x 


709,42 


Pourcentage de pureté f % en masse} du NADH. H T : 

A 

?nadh„h t 100 

x 709.42 x 

6 300 0,0709 


o ^1NADH.H+ A 1NADH,H + 

jr (un mu l 4 1 = f , (nj m ni 1 = ■— — — *= k 030 

NAD à 200 nm NADH , M £ S60 nm ' ' c naDH , H+ * 1 K 10 A 2M.DH , H 4. 

■ C'V-vr.l :^n des unités! 




_.q 

C' en mol. dm = — 

f'.'/HÜ j- 


1N*D 


A A 

INAO t ' 2NA0m.h* 


1N*DH . H 


630 


iNALJ fl 260 iiiri 1 


Concentration massique du NAD + en g. dm ~ 3 


A A 

1NAQ + 2NA0H 

: x x 663,14 


lNr'DH. H 


sao 


Pourcentage de pureté (% en masse,! du NAD * : 


A A 

înAl/ ^ad-h.n' 100 

x x 663.44 x 


’lNADH.H 


630 


0,0663 


5. EXERCICES 


Exercice n c 1 : 

Calculer la concentration massique d'une solution de riboflavine dans de l'acide chlor- 
hydrique à 0,1 mol .dm _a dom 3 'absorbance mesurée à X - 400 nm est de 0,680. 

Données : Cuve de 1 cm de trajet optique, Le coefficient spécifique d'absorbance mas- 
sique de la riboflavine en solution HCl â 0.1 mol. dm " 3 = 2,93 m a g,” i (à 20 C C}. 

Exercice n ,: 2 ; 

Le L tryptophane (masse molaire : 204 g. mol " 1 ) a un coefficient spécifique d' absorbance 
molaire de 56. 10 3 Lmol - 1 ,cm - 1 à 279, S nm (20 ^C). 

Calculer son coefficient spécifique d'absorbance massique pour la même longueur 
d'onde. 


Exercice n" 3 : 

Une solution d'acide folique et de riboflavine a une absorbance de 1,320 à X = 260 nm 
et de 0,465 à X •* 370 nm. 


Calculer la concentration des deux constituants sachant que : 

- pour S' acide folique : e 760 m = 54,0 m 2 .g -1 : % ûr im = 18,0 m 2 ‘ë _1 

- pour ta riboflavine ; e 260 nni = 78,0 nr\g _1 e 3î0 rtm -28,5 m 2 .g ' - L 
(cuve de 1 cm de trajet optique) 

Exercice n 3 4 : (extrait sujet BTS) 

Dans la cuve d'un speetropfaotomètre (de trajet optique 1cm) on ajoute à 1 cm 3 d'une 
solution S contenant un mélange de glucoses-phosphate et de glucose-l-phosphate, 
1,5 cm' 3 d'un réactif renfermant un excès de N ADP \ de fVlgCI^, de glucose-6-pbosphate 
dêshydrogénase. L'absorbance lue à 340 nm augmente de O r 47. 

Puis on ajoute au contenu de la cuve 1,5 cm 3 d'une solul'on de phcsphoglucomutase. 
L’abs-orfeance augmente jusqu'à Û.60, 

Déduire de ees expériences Ses concentrations molaires volumiques de la solution initiale 
en glucose- 1-phosphate et en glucose-B-phosphate. Justifier Ses calculs effectués. 

Pennées ; e AADH ^ b 3A0 m - 630 m 2 me! - i - 

Exercice n ü S ; 

Une solution alcaline de paranitrophénol a été préparée de la manière suivante : 

- solution de pargnitrophênol â 12 mg.dm r 5cm 3 ; 

- H 2 Q : 4 cm 3 ; 

- solution d'hydroxyde de sodium à 0,1 moLdm “ 3 : 1 cm 3 ’. 

L'enregistrement du spectre d'absorption- du paranitrophênol en solution alcaline a donné 
le graphe représenté sur Ig figure 8.1 . < 350 nm < k < 500 nm) , 



Fig. 8-1. Spectre d'absorption du pNP en solution alc aline 
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Calculer le coefficient spécifique d' absorption molaire du paranitrophênol (masse molaire 
M 139,11 g .mol -1 ), en m ? .mol l , au > W( , dans les conditions du mode opéra- 
toire. 


Exercice n* B : (extrait sujet d'examen) 

l) Donner la définition de : 

- la transmittance ou transmission T ; 

- l'absorbance A (ou densité optique Do). 

Calculer l'absorbance d'une solution dont la transmittance prend les valeurs successives 
suivantes : T ■= 0 % : T - 1 % ; T - 10 % ; T ^ 50 % : T - 100 %. 

Le cadran d'un spectnophotomëtre comporte deux échelles, l'une pour la transmittance,, 
l'autre pour l'absorbance. Dessiner succinctement ces 2 échelles en les disposant de la 
façon suivante : 

100 % 0 % 


A 


Commenter. 

2} On dose une solution de permanganate de potassium par colorimétrie. A la longueur 
utilisée Â - 540 rwi, A - 0,415, 

- Pourquoi al -an utilisé cette longueur d'onde ? 

- Calculer la concentration molaire de la solution sachant que le coefficient d'extinction 

molaire est égal à 2 160 cm ' 1 pour la longueur utilisée et que l'épaisseur 

do Ja cuve est de 1cm. 

Quelle est la concentrât 1 on massique en mg.l ~ a de la solution ? 

Données ; K - 39 g. mol " 1 : Mn = 55 g. mol ~ 1 ; 0 = 16 g.mol ' 1 . 

3) En fait, la solution contient un produit gênant de coefficient d'extinction mol a re égal 
à lO^.cm -1 Amo[.l _1 ) -1 et de concentration molaire égale à 10 _Ë mol.l -1 . Calculer la 
concentration réelle de le solution de permanganate de potassium, 

Commenter. 



CORRECTION DES EXERCICES 


•n-jrLTVPsaf 


Exercice n a 1 : 


a 680 1 -3 

C = X 10 = 0,0232 g. dm 


2,93 x 10 


Exercice n* 2 : 


e - 


66.10' 

204 


275 Lg 3 cm' ' soit - 27,5 m ' 4 


Exercice n 3 3 : 

_,320 = 540 x C 3£1da folîpu& 4 ' 30 x C r|baflavi ^ e 
0,465 - ISO x C /Xlde fo i iqt , € 4 285 x C ritJoflEftl|nfl 

De fl) et (2), on en déduit que C, cidcfulqutî - C ribon * vinc = 0,001 g, dm ' 3 . 


U) 

{2) 


Exercice li° 4 


g lucose-6-P (JéshydrDËéfiase 

glucose-6-P +■ NA DP + + H 2 0 ■■ acide 6 P gluconique + NA DP H, H + 

pnosphoftiucomutase 

glgcosc-l-P ■ *- gluçose-6-P 

n NADH, H 4 f° rm êes = n giutdsePüüvÜfeï 


1) [glucose-Ë-P] s = 


0,47 x 10 J 2,5 _ 3 

x — = 1,86.10 mol.dm 

630 K 10 " 1 


_ ^ , É . n 0,60 x 10 4 -4 , J -3 

2} [glucose | dans la solution S = — X — = 3,81.10 mûLdm 

630 x 10 I 

[glueose-l-P] = 3,81.10’ 4 - 1,86.10“ 4 = 1.95. ÎO^ moLcJrrr 3 


Exercice 1 ° 5 : 


- K* = 405 nn ' 

- a^. - 0 , 7 e - £405 
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0-76 


"■306 nm 


12 x 10 


-3 


= 1 762 m ? mol 


1 -3 -2 

x. — - x IG x 10 

139,11 2 


Exercice n n 6 : 


1) T = û / <t»û. X 100 A = Sog o 0 / <|i 

/ 0 - 10 A #/© o =10 * 


T = <? î p s ÏÜÜ 

0% 

1 % 

io n - 3 

50% 

100^ 

$ °o 

0 

0.0* 

0.1 

OA 

1 


0 

ISO 

10 

2 

1 

A = log o D j o 


2 


0.3 

0 

100% 

i 


50 % 


10% 

1, % 0% 

1 T 


A 

0 0,3 1 2 


C ^ 0,415/ 2160 « 1,921-10 - * mol .dm - 3 
p c 1.921. 10 - 4 x 158-1 0 3 = 30.3 mg.dm - 3 

3ï A lue = r Mnü<t - K ^MnW _ X 1 + X C, X 1 

vw 1 .4 -s 

C = = 1,92,10 mol, dm 

H ncj.3 F 

Mnü-f 


C A = interfère peu sur le dosage du permanganate. 
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D'UN SPECTROPHOTOMÈTRE 
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Les analyses biochimiques procèdent très souvent par spectrophôtométrie» Il 
est important de vérifier périodiquement la qualité des mesures d'absorbance 
réalisées avec un spectrophotomètre, notamment si l'appareil sert i détermi- 
ner des activités eiKymatlques ; détermination qui exige la mesure précise 
d'une variation d'absorbance en fonction du temps. 

Le but des manipulations proposées est de réaliser quelques tests simples et 
faciles de mise en œuvre, qui permettent à (’ utilisateur d'un spectrephotomètre 
de vérifier les qualités de fonctionnement de l'appareil, dans le cadre strict de 
la maintenance préventive. 

Ces contrôles ont pour objet : 

* le contrôle de la Justesse d'affichage des longueurs d'onde et du monocliro- 
matisme ; 

* le contrôle de l 'exactitude et de la linéarité des absorbances ; 

* le contrôle de la stabilité des absorbances. 


L PRINCIPE 


Les normes AFNOR T 01-030. T 01-033. T 01-030 définissent les qualités et les carac- 
téristiques des spect rophotomêt res ainsi que les méthodes de contrôle de performance 
des appareils ( fig. 9,1,). 


S-ûtHce Fenle Feme 
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Fig. 3.1. Schéma du pmiuipu (l'un apctLrûphülLiinèlre U'dt i ^i|)Ciur> rnulêCylOire 









1.1. Dispositifs do production d'un faisceau do radiations 


1 . 1 . 1 . Sources de radiations 

Les sources de radiations produisent un spectre d'émission caractéristique, qui couvre 
un domaine de longueurs d'onde plus ou moins étendu. 

Les radiations sont émises : 

- Par des solides chauffés : une lampe à filament de tungstène émet un spectre continu 
dans le visible et le proche infrarouge. 

Un filament de Nernst (formé d'oxydes frittés de i rc onium, thorium et cérium) ou un fila- 
ment de nichrome (fil résistant), chauffés électriquement émettent c^s 5' infrarouge. 

- tors de décharges électriques dans des gaz raréfiés : les lampes aux halogènes, les 
lampes i hydrogène ou au deutérium, émettent un spoctre continu dans l' ultraviolet, 
alors que les lampes à vapeurs métalliques émettent un spectre de raies ■ comme la 
lampe à vapeur de mercure qu émet un spectre dise ont nu dans l’UV. 

Un appareil peut posséder une ou plusieurs sources de radiations (fig. 9.2.}. 

Êrteryie emis,e 



s, Spectre d'Cmiwiion d'un filurlWïl ilu tungstène 


Énefflie émise 



b. Spectre de raies de Sa lampe â mercure 

Fl*, 9,3, Spectres d F émiss<on « sources ivmuneuses - », source comice ; b source cSiscomiuye 
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1.1,2» Sé/ecteure de radiations 


Il s"agit du ou des dispositifs qui permettent d'isoler un faisceau de radiations à partir du 
spectre émis par la source de radiations. 

line fente d'entrée et une fente de sortie peuvent être associées à ces dispositifs., La 
pureté du faisceau de mesure dépend de la largeur de ces fentes, 

On appelle nantie passante, l'ensemble des radiations isolées par le sélecteur de radier 
tiens, à partir du spectre émis et ceci, pour une longueur d'onde nominale donnée. 

Cette bande passante, d'allure généralement gaussienne, est caractérisée par sa largeur 
en longueur d'oncle à m hauteur de la courbe s c'est la largeur de la bande passante 
exprimée en mm. Dans le cas d'une bande passante étroite, le sélecteur de radiations est 
appelé * monoo bramât eur =* (prismes, réseaux). 

Nature des sélecteurs de radiations 

- Les Offres ab$Qrb$nt$ : en verre ou en gélatine, ils absorbent sélectivement certaines 
radiations. Ils sont caractérisés par la longueur d'onde à laquelle la transmission est 
maximale et par leur bande passante, large : 20 nm et plus. 

Il s'agit de sélecteurs à variation discontinue de longueur d'onde. Il faut intercaler un fil- 
tre sur le trajet du faisceau de radiations en fonction de la longueur d'onde de travail. 

- Les filtres interférentiels : ils résultent de 3 'empilement de lames de verre recouvertes 
de fines couches métalliques. 

Quand un rayon lumineux traverse l'ensemble, des interférences de radiations se produi- 
sent, avec une absorption plus ou moins grande de la lumière pour certaines longueurs 
d'onde et une transmission maximale pour d'autres longueurs d'onde, 

- Les prismes et tes réseaux : les réseaux ont remplacé progressivement les prismes. Us 
peuvent être formés d'une lame de verre striée, mais plus souvent de métal portant des 
raies fines et parallèles. 

Un réseau fournit â partir d'une lumière Planche des spectres de diffraction, Le pouvoir 
de résolution du réseau est supérieur à celui du prisme. 

Les prismes, les réseaux et les filtres interfèrent tels réglables sont des sélecteurs à vari- 
ation continue de longueur d’onde. Les différentes radiations quiis séparent peuvent 
défiler de façon continue., 

1 , 1 . 3 , Les principaux types de spectrophotomètres 

En fonction du dispositif de sélection des radiations, on distingue : 

* les appareils a sélecteur de radiations, à variation continue : ils ont une source de 
radiations à Spectre Continu, couplée I un sélecteur de radiations è variation continue. Ils 
permettent de sélectionner n'importe quelle longueur d'onde. 

* les appareils à sélecteur de radiations, à variation discontinue : 

- appareils à spectres de raies : spectre discontinu à cause de la source de radiations ; 

- appareils à filtres : spectre discontinu è cause du sélecteur de radiations. 


TlClrlt 


tria 



En fonction de fa méthode de mesurage r on distingue : 

* Les appareils k double faisceau ; la résultat est obtenu par la comparaison simultanée 
d'un faisceau de mesure et d'un faisceau de référence : deux cuves optiques sont traver- 
sées simultanément. 

En milieu professionnel, ils sont plus utilisés que les appareils à simple faisceau, 

* Les appareils à simple faisceau : le résultat est obtenu à partir des mesures succes- 
sives du faisceau de référence et du fa sceau de mesure. 


1.2. Analyse des qualités des specirophoto mètres 

1.2.1. Justesse ou exactitude de i 'appareil 

C'est la qualité qui exprime L'aptitude d'un appareil à donner des valeurs égales à la 
valeur » vraie » théorique (T) de la grandeur mesurée (résultats d'absorbance, de % de 
transmission ou de concentrations). 

A nsi. ta justesse traduit l'aptitude d'un appareil à donner des valeurs qui ne scient pas 
entachées d'erreurs systématiques. 

La justesse (ou l'exactitude) de l'appareil dépend de la pureté spectrale du faisceau de 
radiations et de la linéarité de la réponse de la chaîne de mesurage. 

Peur les spectrophotomètres munis d'un monochromateur à variation continue , fa largeur 
de la bande passante est fonction essentiellement : 

* Si le sélecteur de radiations est un réseau : 

- de la qualité du réseau (nombre de traits, par mm. pian ou concave,..) et de la dis- 
tance focale du monochromateur. Ces paramètres sont constants pour un spec- 
trophotométre donné ; 

- de la largeur des fentes d'entrée et de sortie du monoehromateur. Plus les fentes 
sont fermées, plus étroite est la bande passante, mais aussi, moins La cellule reçoit 
de lumière. 

» Si le sélecteur de radiations est un prisme : 

- de la qualité du prisme : angle au sommet, met i ère, type de montage : 

- de la longueur d'onde ; les prismes étaient plus largement les courtes longueurs 
d'onde que les longues ; 

- de la largeur des fentes : pour une ouverture des fentes constante, la largeur de la 
bande passante s'élargit au fur et à mesure que les longueurs d'onde augmentent. 

La justesse d'un appareil peut être déterminée au moyen de solutions étalons dont les 
absorbances à des longueurs définies sont connues avec précision, par exemple ; solu- 
tions de sulfate de cuivre, de sulfate ou de nitrate de cobalt, de nitrate de nickel, de 
bichromate de potassium, de paranitrophénaJ = substances dont les bandes d'absorp- 
lion, dans le visible, ne sont pas trop étroites, afin que les largeurs des fentes associées 
au dispositif optique ne soient pas un facteur influençant, le résultat. 

Les substances choisies doivent être pures, stables et non fluorescentes. 
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La justesse (ou l'exactitude) d'un appareil est caractérisée par l'erreur de .ustesse {E) : 
écart entre la moyenne arithmétique {m) des valeurs données par T appareil au cours de 
•mesures répétées d'une même grandeur et la valeur « vraie » théorique- {T) de la grandeur 
mesurée. 

La détermination de i 1 erreur de justesse implique d'effectuer un grand nombre de fois lé 
mesurage dans les mêmes conditions opératoires. 

1,2.2, Fidélité de r appareil 

C r est la qualité qui exprime l’aptitude d'un appareil à donner, pour une même valeur de la 
grandeur mesurée, des valeurs concordant entre elles. 

Ainsi, la fidélité exprime l'aptitude d’un appareil, à donner des indications qui ne soient 
pas faussées par des erreurs fortuites {dites * erreurs aléatoires * ou « erreurs acciden- 
telles #) ou par des phénomènes de dérive. 

L’erreur de fidélité est exprimée par la répétabilité des mesurages : dans un laps de 
temps assez court, peur une même valeur de le grandeur mesurée, on effectue une série 
de mesurages, sur ie même échantillon, dans la même cuve. 

L’erreur de fidélité traduit la distribution des valeurs mesurées autour de la moyenne 
arithmétique (m) d'une série de mesurages. 


1,2,3, Précision de ( 'appareil 

C’est là qualité qui exprime l’aptitude d'un appareil à donner des valeurs proches de la 
valeur « vraie - théorique {Tj de Sa grandeur mesurée. 

Elle est caractérisée par l’erreur de précision (= erreur globale ou totale, due à l'erreur de 
justesse + Terreur de fidélité} qui affecte les résultats dans les conditions normales 
d'emploi de l'appareil. La précision varie en fonction de là longueur d’onde, de I 1 absor- 
bance ou du pourcentage de transmission, ou de la largeur de la bande passante 
(cf, § 1,2.1.}, 


1.3. Analyse des qualités des systèmes optiques 


1.3.1, Justesse de l'affichage en longueur d’onde 

C'est la qualité qui correspond à l’aptitude d'un appareil à délivrer des radations de Ion- 
gueur d’onde égale à la valeur affichée. 

Elle est caractérisée par l'erreur de justesse : E. 

La justesse de l’affichage en longueur d’onde peut être vérifiée par l’absorption de solu- 
tions aqueuses de nitrate ou de perçhlorate d'holmium, par exemple. 


1.3,2* Fidélité de l'affichage en longueur d'onde 


C'est la qualité qui correspond é l’aptitude d’un appareil à donner, pour une même valeur 
d'affichage de longueur d’onde, des longueurs d“onde concordant entre elles. 
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REMARQUE : en biologie, Sa notion de précision n'est pas caractérisée comme en chimie 
ou en physique par l'erreur totale (normes AFNQR) mais par l'erreur aléatoire : elle traduit 
l'aptitude d’une technique de dosage à donner, pour une même grandeur mesurée „ des 
résultats qui concordent entre eux el correspond ainsi à la qualité de fidélité. 


Contrôle de la linéarité et de l'exactitude 
des absorbances d'un spectrophotométre 


1. PRINCIPE 


On propose de contrôler te linéarité et l'exactitude des absorbances, au moyen de solu- 
tions étalons de paranitrophênol IpNP : Masse molaire = 139.11 g..mol~ l ). 

Ces solutions présentent un pic d'absorption assez large vers 405 nm et l'absorption soit 
la loi de Beer-lambert dans le domaine d'absorbance testé ‘ 0 < A < 2,4. 

Dans les conditions opératoires choisies : solutions de paranitrophênol en milieu tampon 
diêthanolamine-HCI 0,1 mol.dm " ■ J r pH 9,5, le coefficient spécifique d'absorbance 
molaire, à 405 nm, est : t - i.8.10- : nv' mol _ i . 



i J 


/righ 


2. REACTIFS 


* Solution étalon de paranitrophénol à 139 rng par dm 3 en milieu tampon diéthanai- 
amine - HCl 0,1 mol, dm - 3 , pH 9,5, 

* Tampon diélhanoi amine - HCi 0,1 mol, dm " 3 , pH 9,5 

- HCl à 0.1 rnol,dm “ 3 : 193,5 cm 3 ; 

- diêthanQlamine â 0.1 mol .dm " 3 : 806,5 çm 3 , 


3. FICHE TECHNIQUE 


ai. Manipulation 

A partir d'une solution étalon de paranltrophénol à 139 mg par dm 3 , réaliser les solutions 
étalons suivantes, en milieu tampon pH 9,5 : 


[fUtP] moL*n -a 

10 -6 . 

S. 1 0 “ 6 

10-“ 

2.10-“ 


-MO' 


■ 

L 


G. 10-* 


10 


.. 


1 , 2.10 




Effectuer les mesures d'absorbance à 405 nm. 


3.2. Questions 

1) Donner sous forme de tableau : 

- la réalisation de la gamme de concentration en pNP et les calculs justificatifs ; 

- les absorbances théoriques calcul les ; 

- les absorbances mesurées. 

2) Tracer sur une feuille de papier milJi métré, les courbes : 

- *.»«*« ='llpNP» 

- A [Bcuta -rapM>]). 

3J Déterminer graphiquement le coefficient spécifique d'absorbance molaire et calculer 
l'erreur d'exact itucie et te degré d'inexactitude : 

- erreur d’exactitude : 4 e. = [ £ 1( ^ ique - £ c ^ rirTWn!a , ] 

- degré d'inexactitude : A e 

x 100 


Tiamet 


trial 


^théwqiie 




4] Donner une conclusion sur la qualité - linéarité et exactitude - des absorbances don- 
nées par le spectnophptgmètre soumis au contrôle. 


4. MODE OPERATOIRE 

4.1. Tableau de réalisation des solutions étalons fiabi. 93 .) 

Solution étalon de parant! rophénol à 139 mg par dm 3 , soit 10 ~ 3 moLdm - 3 . 

Calcul çtes absorbances théoriques :A=exÇxl = 18 OOÛ fpNP] , {trajet optique de 
1 cm). 


Tableau 9.1. 


|pNP] muldm ” * 
à préparer 

10 E 

S 10 Ë 

10 5 

2.10 • 5 

4.10“* 

6.10 5 

10 * 

1.2.30 4 

Cosniciem 

1 

5 

1 

2 

4 

6 

t 

1,2 

de dilUion 

10 a 

10' J 

1Q 2 

10 2 

liÿ 

1Û 2 

10 

10 

A théorique 
à K = 405 nm 

0,018 

0,080 

0,180 

0,380 

0,720 

1,090 

1.800 

2.160 


4.2. Tracés graphiques 

Attention au choix des échelles en abscisses (fig. 9.3.). 

P S HJ -5, IpNP] fnçl.'dm- 3 

H-H— I t — I 1 

1CJ0' Ê 2û.iO" ,fi flOIQ" 6, 60 10" 6 1Û0.10'* 1 *20 1Û- 


Fig. 9.3. Ethesle des atïsc sses des courbes A = f [pNPï 



4.3, Défaut de linéarité 


Un défaut de linéarité pourra être imputé à l’appareil si plusieurs séries de -résultats le 
confirment, ou au manque de précision du manipulateur (0 % < degré d'inexactitude 
< 3 % au cours d'une séance de travaux pratiques). 



Contrôle des qualités 
d'un spectrophotomètre 



1. PRINCIPE 


1,1, Contrôle de la qualité des systèmes optiques 


1.1,1, Contrôle de ta précision d'affichage des longueurs d'onde 
et du monochromatisme 

H s'agit de comparer les longueurs d'onde des maximums d'absorption et les valeurs des 
absorbances correspondantes, affichées par le spectrophotomètre à contrôler, avec Jes 
valeurs théoriques caractérisant un étalon. 

Le domaine spocîral doit couvrir les principales longueurs d'onde utilisées dans les 
domaines U V et visible. 

Le nitrate ou le perchloraté d'holmium en solutions aqueuses présentent des bandes très 
étroites d'absorption dont les longueurs d'onde spot nettement définies entre 350 et 
650 nm, longueurs d'onde très utilisées en biochimie (tabL 9. fi. et fig. 9.4 j. 

Ces sels sont utilisés, a la concentration de 50 g.dm " 3 r comme solutions de contrôle de 
l'affichage dos longueurs d'onde et du monochromatisme. 


Tableau 9. IL : Longueurs cf onde {en nm) correspondant aux principaux pics d'absorption 


PcfCttlOfate &ï\o!fniom 

Nilf&tç d'haSmium 

345 .0 

345 

350.3 

361 

415.0 

416 

420.0 

451 

449,5 

473 

450.0 

405 

466,0 

537 

4S3.0 

641 

634 Ü 


535.0 


G4B.Û 


652. U 




Fig. 9,4, Spectre d'ubsûrpt iO" du «irntfc d'hoimnim 


Pour chacun des pics du spectre, les absorbances mesurées sont fonction de Sa qualité 
du monochromateur : plus les absorbances sont élevées, meilleure est la qualité du 
rronochromateur (V, * justesse ou exactitude de l'appareil *)- 

L'Ouverture des fentes diminue considérablement la sensibilité apparente de l'appareil. 



1,2. Exactitude et linéarité des absorbances 


La loi de ESeer-Lambert établit là relation affine qui existe entre l'absorbance A et la con- 
centration molaire d'une solution C : A - t x I x C. 

Le coefficient d’extinction molaire c n'est constant que pour des solutions très diluées, 
c'est/à-dire pratiquement C < 0,01 mol dm " 3 . 

A 

"ils ils 3 -t 

D'où : è. ri = e— s = 300 dm ■ mol ■ cm 

fmJUr | * Q 

pour : I = 1 cm de trajet optique 

= 3 

C = 10 “ 2 mol. dm " 3 

et . pour C < 10'” 2 moi. dm “ 3 : c > 3ÔG dm- ■ mol “ 1 ■ cm “ 1 ou 30 m J ♦ mol “ L , 

On utilisera donc des solutions étalons dont le coefficient spécifique d’absorbance 
molaire e à Sa langueur d'onde testée est suffisamment élevé pour que la fonction d'é- 
talonnage soit définie pour À versant de 0 à 3. 


1 . 2 . 1 . Exemples 

Pour le proche ÜV (334-340 rim) 

* Utilisation du NADH . H* : les solutions étalons sont préparées par pesées de sel dis- 
odique (masse molaire 709.5 g. mol j| ) en tampon Tris 80 mmol-dm 3 (îabl. 9ML). 


Tableau 9 .ME. 


NADH, H* 

en fimùi.dm ' - 

■i ■ 334 nm 
i : u § 1 $ rer 3 moi ' f 

Aüsorùances ïhéonqites i . 

À = 340 cm 

F .o iï.’?0 JT? JÏJffll - 1 

A - 385 mft 

P j» J4Ç nr" mol'"* 

03,5 

0,392 

0,400 

0,216 

127 

0,755 

0,800 

0,432 

150,5 

1,177 

1,200 

0.645 

£S4 

1 .570 

1.000 

0,564 

317 

1.959 

1,997 

1,075 

3JS.7 

2.1 5S 

2.197 

1.180 


Il est possible d'utiliser le * Kit commercial : U V-T rol-B iornërïeux (rêf, 6.231.1.}. 

* Utilisation du frCibmmare de potassium : les solutions étalons sont préparées à partir 
d'une solution étalonnée à 25Q mg.ctm - 3 dans de l'acide sulfurique à 5.10“ 3 mol. dm “ 3 
(tabf. 9.1V 







Tableau 9, IV. 


B/ctïfûinai& (te K 

en mg.^m J 

t. - 334 r\ m 

ffl&SrfOLitfS iTWVOJKWMitfrirt'S à ■ 

À ■= 340 nm A m ,350 nm 

}. — 365 .n i'tî 

50 

0.44 

0,40 

0,5g 

0.43 

1W 

0.83 

0.96 

1 .05 

il. 0.5 

IM 

1.31 

1,4fl 

1,57 

1.32 

am 

1.75 

1.96 


1.76 

2M 

2,19 

a, 46 

2.60 

2.20 


A 40 & nm 

* Utilisation du paranitmphénol : les solutions étalons sont préparées à partir d’une 
solution à 50 mg.dm -3 dans de la soude à 0,02 mol, dm - 3 (tabl, 9.V.). 

Tableau 9.V. 


Sohitton â 50 rTTcJ.O'rTi " J 
iem>) 

NaOH à 0.0£ moJ.tf n - 3 
fl s p 50 cfYï : (cm 3 ) 

Ab£i.nùâtfc@s approximatives 

à i. m 4 05 nm 

6.D 

450 

0.50 

10,0 

4{J.O 

1.00 

15.0 

35.0 

! ,5D 

20. Q 

ao.o 

2.00 

25,0 

25,0 

5,50 

30,0 

20.0 

3,00 


Il est possible d'utiliser te « kit * commercial ■ Préciset P. Boehringer (rêf. 293. 455 

• Utilisation du nitrate de niche! : préparer par pesée de produit pur pour analyses une 
solution à 0,57 mol, dm _a de nitrate de n cket dans de l'acide nitrique àû.l mol. dm “ a . 
Réaliser les dilutions indiquées dans le tableau 9.VI. 

Tableau 9. VI, 

Sduf/a’j a 0, 5? moi. dm 3 

HNO., â O, ; mol. dm 1 

Absorbances approximatives 

ferrVJ 

(Cftl 3 ) 

à /. = 405 rtrn 

1 

19 

0.12 

2 

18 

0,25 

4 

ie 

0.50 

a 

12 

1.00 

12 

3 

1.Q0 

ie 

4 

2.00 

20 

O 

2,50 















De 250 à T50 nm 

Il est possible d'utiliser le coffet Holnicob-Biatrol. 

Le contrôle de la linéarité et de 6a justesse des absorbances mesurées est réalisé en util- 
isant : 

- des solutions de nitrate de niçkei en milieu acide ; pH 1 ; 

- des solutions do nitrate de cobalt en milieu acide : pH 1. 

IMPORTANT ; pour le réglage du zéro du spectrophotomètre. Il faut utiliser le solvant de 
chacune des solutions ëîatons. 


1.3. Stabilité des absorbances 

I S s'agit de mesurer 6‘ absorbance toutes tes 30 secondes pendant 20 minutes, pour éven- 
tuellement mettre en évidence un délai de stabilisation, une instabilité ou une dérive, 

Ce test peut être effectué â plusieurs niveaux d’absorbance, par exemple autour de zéro 
{eau distillée) puis vers une absorbance de 2 et ceci aux longueurs d'onde de travail les 
plus utilisées au laboratoire (340 nm avec 6e bichromate de potassium ; 405 nm avec le 
pNF). 


2. RÉACTIFS 


* Sers d'holmium : solution aqueuse de perchlorate d'holmium ou de nitrate d' holmium 
à 50 g, dm " 3 {on peut utiliser \m coffrets de contrôle qui contiennent ce réactif en 
ampoules sce liées), 

* Solution de parânitrophénoi â 10 nig.dm " 1 : 

- paranitrophénol ; 10 me i 

- solution d'hydroxyde de sodium à 0,1 mol. dm - 3 q s p : 1 Oûû cm 3 . 

Cette solution présente un pic d'absorption assez large vers 405 nm pour une 
absorbance maxime e de 1,2, Elle peut être utilisée pour le contrôle de la ligne de base, 

* Coffret Hûlnicab-BiotroJ 

* Produits chimiques et solutions cités précédemment, 


nom 


ïrial 



3. MODE OPÉRATOIRE 


3.1. Contrôle de la tiualit# des systèmes optiques 

3.1.1. Contrôle de la précision d 'affichage des longueurs d'onde 
et du monochromatisme 

Réalisation des essais 

Faire 10 fois le contrôle d’un spect rophot omét re (par exemple 10 étudiants contrôlent un 
même spectrophotomètre) „ 

a) Contrôle d'un spect rophotomètre â double faisceau muai d'un enregistreur et d'un 
défilement automatique des longueurs d'onde 

* Contrôle de la ligne de base 

Ce contrôle a pour objectif de vérifier l'absence de variations de transmission optique des 
deux faisceaux - 

ü consiste à enregistrer la * ligne de base ■» correspondant a une absorbance nulle 
(A = 0,000) , ou à une transmission de 1ÜÜ %, en faisant défiler en continu les longueurs 
d'onde, dans les conditions opératoires suivantes : 

- sons int roduire do cuves dans l'appareil ; 

- en introduisent deux cuves appariées, propres et remplies d’eau distillée (l'une dans le 
faisceau de référence, l'autre dans te faisceau de mesure) ; 

- en introduisant deux cuves appariées, propres et remplies de la même solution dont 
S' absorbance maximale ne dépasse pas A = 1,200 ç par exemple une solution alcaline de 
paranitro phénol à 10 ntg.dm -3 ). 

(Choisir deux cuves en quartz ou en Silice s l'appareil est prévu pour fllV). 

Dans chacun des cas. régler le zéro en bout de l'échelle des longueurs d'onde. 

Faire défiler les longueurs d'onde. 

Vérifier que la - ligne de base « soit parfaitement rectiligne dans les trois cas. 

La présence d'anomalies signifie que l'appareil est déréglé. Vérifier que les cuves ne 
soient pas en cause (souillées ou rayées) : anomalies dans les 2 derniers tests. Noter 
les variations de l'absorbance en fonction de la longueur d'onde K. 

• Enregistrement du spectre d'absorption du nitrate d'holmium 

Remplacer l'eau distillée de la cuve de mesure par la solution de nitrate d'holmium. 

Faire défiler les longueurs d'onde â vitesse modérée (défilement des longueurs d'onde â 
120 nm/min, déroulement du papier 60 mm/ min ; soit finalement un défilement des 
longueurs d'onde à 2 nm/mm). 



Déterminer avec précision les longueurs d'onde des maximums d'absorption et les 
absorbances correspondantes. 

Compléter le tableau de résultats ( tabl , 9. VIL). 


Tableau VII. 


i.anpusüra d'onde 
des principaux pics 
d'absorption (nm) 


Longeurs d'onde 
déterminées 
(nm) 


Absorbances 

proposées 


641 

0,37 

636 

0,52 

4BS 

0.1B 

473 

O.QB 

451 

Q,4B 

416 

0,27 

3S1 

0,22 

34S 

0,06 


Absorbances 

lues 


Comparer les résultats obtenus aux valeurs proposées comme références. 


b) Contrôle d'un spectropiiotontètre à simple faisceau 

Préparer deux cuves appariées» propres et remplies, l'une avec la solution de nitrate 
d'holmium, rautre avec de l'eau distillée. 

Mesurer les absorbances » 

- pour les longueurs d'onde correspondant ou maximum d'absorption théorique de 
chaque pic, proposées dans le tableau 9.VUI. ; 

- puis, pour Ses longueurs d'onde voisines (jusqu'à ± 5 nm) de ces longueurs d’onde, 

EMPORTANT : pour chaque longueur d'onde affichée sur l 'appareil. H faut régler Se zéro 
d'absorbance sur la cuve qui contient l'eau distillée. 

Compléter le tableau de résultats. 


Ticihî 


ïrial 




Tableau 9, VI II. 


Valeurs de référence 

Mesures 


Longueurs d'onde 

Absorbances 

Longueurs dor.de affichées 

A 

A 

dns principaux pics 

proposées 

■ — 

des ptCS 

lue 

debsorpÜon (nm) 


A&sodwnces hm 

debsorption 



64 1 

0,37 

636 

0,5S 

4BS 

0,1® 

473 

o.oa 

4SI, 

0.46 

416 

0.27 

3Bt 

0.22 

345 

0,06 


Cümpârér les résultats Obtenus aux valeurs proposées centime références. 

Résultats 

1) Comparer les résultats obtenus aux valeurs retenues comme référence. 

2} Justesse dé l'affichage ; pour une longueur efonde donnée, calculer l'erreur de 
Justesse (£) : écart entre la moyenne arithmétique ( ni ) des 10 valeurs obtenues par les 
manipulateurs d'un même appareil et la valeur conventionnellement vraie {T). 

Les longueurs d'onde déterminées ne doivent pas différer de plus de ± 1 nm de celles 
proposées. 

Les absorbances ne doivent pas différer de plus de ± L.iû 

3) Fidélité de ('affichage : pour une longueur d'onde donnée, calculer l'erreur de fidélité : 
écart-type (çf) calculé à partir des 10 valeurs obtenues. 


1 [x.- mf 

o = / . N : nombre de valeurs obtenues < 30 

J N - 1 

3.1.2 . Estimation de ia largeur de la bande passante 

Pour les spectropftotomètres à réseau, opérer à deux longueurs d'onde différentes : une 
dans l'UV. l'autre dans le visible (la largeur de la bande passante est constante en fonc- 
tion de Xi. 

Pour les spectrophotomêtres à prismes et à filtres interfèrent iels continus dont la largeur 
de la bande passante varie en fonction de \ r opérer à toutes les longueurs d'onde des 
pics d'absorption. 

Pour chaque pic d'absorption, déterminer l'intervalle de longueurs d'onde dans lequel l'ab- 
sorbance est égaie à la moitié de l’absorbance maximale ; exprimé en nm, cet intervalle 
est pour une ouverture de fente donnée une estimation de la largeur de la bande passante. 
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3.2. Contrôle des mesures d H absorbance 


Les contrôles rte la linéarité et de l' exactitude des absorbances données par un spec- 
tiophotomètre peuvent être réalisés avec des solutions étalons de nitrate rte nickel et de 
nitrate rte cobalt, 

Les solutions étalons de nitrate de nickel en solution acide nitrique à 0,1 mol, dm " 3 
(pH \) ont pour concentrai ions molaires : CM moi. dm \ 0,2 mol -dm 1 et 0,3 mol. dm - ! . 

Les solutions de ni rate de cobalt en solution acide nitrique à 0,1 mol .dm " 3 (pH 1) ont 
pour concentrations molaires ; 0,025 mol.dm -3 , 0,05 mol.dm -3 , 0.1 moldm* 3 et 
0,2 mol.dm ~ 3 . 

3.2.1. Réalisation des essais 

Préparer deux cuves appariées, propres (en quartz ou en silice, si l’appareil peut fonc- 
tionner en UV). 

Remplir l’une des cuves avec une des solutions étalons de nitrate de nickel ou de nitrate 
de cobalt et l'autre cuve avec le solvant de préparation des solutions étalons : solution 
acide nitrique à 0,1 mol.dm " 3 {réglage du zéro du spectrophotomêtre). 

» Contrôle d'un spectrophotomêtre à double faisceau muni ü‘un enregistreur et ü’un 
défilement automatique des longueurs 

Enregistrer le spectre d'absorption de chacune des solutions étalons, 

Compléter les tableaux. 9.IX. et Q.X. 


Tableau B. IX, : Solutions de nickel 




Scrutions étalons à 



0.1 mütüm - 

0.2 mû'.îïm - 3 

g. 4 n\o>Aitïï - 3 

À ?. 

Utéûnüues detcrttuflàës 

A A 

théoriques lues 

A A 

théoriques tues 

A A 

theonques hms 


1 maximum 

2 maximum 

3 maximum 
1° minimum 
4 Ù maximum 
2 ix minimum 


720 

0,22 

0.43 

0,87 

G 55 

0.19 

0.38 

0,76 

391 

0.51 

1.02 

2.00 

345 

0,01 

0.09 

0.10 

301 

1,40 

2 

> 2 

263 

0.32 

0,65 

1.10 







Tableau 9,X, : Solutions de cobalt 





Solutions ôtalom fl 




Û. 025 mot. dm 3 

Û, Ù5 mot.dm J 

0, t mot.dm ~ 3 

0.2 mc'.' a'm ” 3 

ï. }. 

théoriques dêtemïmêm 

A A 

Ittàûrtque s tuê s 

A A 

théoriques lues 

A A 

théoriques tués 

A A 

rMtJrrtjuws tués 

r rtiâKi 

&11 



0 .49 

0.93 

2 mtaxî. 

302 

"■'K; 1 


1.39 

>2 

•71 ni . 

263 

D.C-S 

0.17 

0,37 

0,03 


* Contf&m <A/n spectroiïhQîQmètjv à s impie faisceau 

Mesurer les absorbances : 

- pour les longueurs d'onde correspondant aux maximums ou aux minimums d'ab- 
sorption théoriques proposées dans Ile tableau 9.XL ; 

- puis, pour les longueurs d'onde voisines (jusqu'à £ 5 nmj de ces longueurs d'onde. 
Déterminer avec précision les longueurs d'onde qui corresponde ru aux pies d'absorption. 

IMPORTANT : pour chaque longueur d'onde affichée sur S 'appareil, il faut régler le zéro 
d'absorbance sur la cuve tjur contient ta salut ion acide pH 1. 

Compléter pour chaque solution étalon un tabJeau de résultats (comme tab/. 9.XL). 


Tableau S.Xi, 


Valeurs de réference 

SofuJiblâ Ütî nickéi à 0. J mol. dm 

VrtlûurS du SpGcîrophoIoméire 

Longueurs d'onde 

Absofbances 

Lscgeum d'onde affichées 

t. 

A 

tftèonqaes 

théoriques 

Absû(bêut1®& fu&s 

rêtértuBs 

retenue s 


720 

0.22 

655 

0.19 

394 

0.51 

345 

0.04 

301 

1.40 

263 

0.32 


3 . 2 . 2 . Résultats 

Comparer les résultats obtenus aux valeurs retenues comme référence. 

Les valeurs mesurées par l'appareil ne doivent pas différer de plus de ± 1 nm pour les 
longueurs d’onde, et de plus do ± 1.10 •’ pour les absorbances. 














3.3, Contrôle de la stabilité des absorbantes 


3.3.1. Réalisation des essais 

Stabilité PV spectrQphQlQmêtrü 3 340 nm : 

Préparer trois cuves appariées : 

- une remplie d'une solution acide de bichromate de K 0 50 mg-dm - 3 ; 

- une remplie d'une sol ut i ors acide de bichromate de K à 200 mg.drn -3 ; 

- une remplie d'acide sulfurique I 5,10“ 3 mokdm - 3 (zéro du spectrcphotomètre) . 

Stabilité dp spoctraphotomêtro $ 405 nm : 

Préparer trois cuves appariées : 

- une remplie d'une solution basique de pNP à 5 mg.dm -3 ; 

- une remplie d'une solution basique de pNP à 30 mg.drrr 31 ; 

- une remplie d'une solution de soude à Q t 02 moLdm" 3 . 

Mesurer les absorbances toutes les 30 secondes pendant 20 min. 

3.3.2. Résultats 

Le temps rie stabilisation est éjgaü au temps écoulé entre la mise sous tension de ['appa- 
reil el 5a première mesure d'une série de valeurs constantes. 

Dresser un tableau des absorbances affichées par le spectrophotomètre en fonction du 
lemps- 

Conclure éventuellement sur la présence d'une instabilité ou d'une dérive, pour une lon- 
gueur d'onde donnée. 


EXERCICES 


Mise iMf point d'un protocole opératoire pour contrôler la linéarité et l'exactitude dm 
absorbances d'un spectroptjotomètre 

Préparer une gamme de solutions étalons de permanganate de potassium (masse 
molaire : 1SS.03 g. mol " 1 ; le coefficient spécifique d'absorbance molaire £ KMn04 à 
540 nrn à 19-20 Ü C = 2 160 dm 3 . mol ~~ L .cnn " 1 j afin de vérifier la linéarité et l'exactitude 
d'un spectrophotomètre. 

On dispose d'une solution de KMn0 4 de concentration massique voisine de 3 g. dm - a , 
Réaliser une gamme de solutions étalons couvrant le domaine d'absorbance de 0 < A 
< 2,4. 


1) Etalonnage de la solution de KMn0 4 = â g.dm " 3 ; COOH 

* SQd par pesées d'açide oxalique pur pour analyses (COOH, 2H-,0 : masse molaire : 
126 g. mol -1 ] 

(X2) MnO, + SH" +■ 5<S“ * Mn 2 " + 4 H-,0 

COOH 

(K 5] COOH ► 2 C0 2 + 2 H * + 2e" 

COOH 

bilan : 2 MnÛj + 16 H 4 + 5 COOH- -► 10C0 2 ■+ 2 Mn 2 * + 8 H 2 0 + 10 H 1 

r Mr<>4 = 2/5 n , C | X HH;i2 

m | CCX3H)2 

^M-:0 4 K ^M no. =2/5 — ■ 

M (COOH (2 

m rC 00 Hi? = x ■ C Mn g^ * V Mn 0 | ) s M ..çnQHj 2 * 5/2 X 3/ 158 k 20 x 10 ■ x 1 26 
d'où 0,100 g < m tû0H) a < 0,120 g. 

CQG Na" 

| 

* sont par pesées d'oxatale de sodium pur pour analyses (CÛCT Na + ; masse molaire : 
134 g, mol " 1 ] 

Mn- + h- 4 H-,0 
2 C0 2 * 2e ' 


(X2} 


(* 5 ) 


MnO; 

ÇOO 

coq 


+ 8H + + 5e 


COO" 

s 

bilan : 2 MnO. + 16 H + + 5 COO 


! r,*r>0" 


- 2/5 n 


'MrtO: 


x V 


Mï*. 


= 2/5 


lCOO!Nia}2 
m tCOONai 2 


M 


(COONal 2 


m ICDOHI 2 5/2 X I C 


M'fi. X ^MirDj ) X ^ 


10 CO- ■+ 2 Mn J + + 8 H ; Q 


iCOONiil 2 


» 5/2 x 3/158 x 20 x 10 - 1 K 134 


cToù 0.100 g < m . t0Wa , 2 < 0,127 g. 


* soit par pesées de se! de Motor pur pour analyses [FeSÛ 4 , (NH 4 ) 2 , 6HUQ] : masse 
molaire 392,16 g, mol ~ 1 

Mn0 4 + S H + +■ 5e ** Mn 74 + 4 H.,0 

(X5) Fe 2t ► Fe 34 + c" 

bilan : MrtO; + 8 H 4 + 5 Fe 2 * ► Mn 2 4 +■ 5 fe 3 4 + 4 H 2 0 

n WnÛj = 1/5 n ^ 2 *- 


ovriahl 


“ J 



- 1/5 


FcSCM 


"MnO 


- X V 


MnO.i 


m 

M Fr;S04 


m FeSD 4 ■" 5x t'-'MriÜj S ^Mrû^ 1 M FfiSG 4 

d'où 0,600 |. < m FeSÜ(| é 0J4O g 


5 x 3/ 1 58 x 20 • 10 - 3 x 392,16 


C MreG* 



! m pesée 

50 à tü cm 3 d'eau dislillëe liédî® 
pour tac -de oxalique et Saisie 
20 cm* d'acid® «utfurinue ay V 1( 


m- s.». Réalisation dt l'étalonnage 

2 ) Piéparatlon des solutions étalons : 

Solution initiale dE KMrÛ^ à =- 3/156 mol.dm" 3 r soit => 0,02 moLdm " 3 . 

Il est possible de préparer les solutions étalons indiquées dans le tab/eau 9,Xif. 

Tableau 9.XII 


Solutions étalons 

en mol.dm 3 

0.1. 10" 4 

0,5,10"* 

tf}- A 

2.10* 

4.1 U - * 

6.10* 

3.10-* 

10 -3 

0 luliûn dè Sa 
solution initiale 

û. i ’2 üÜ 

05/200 

1i 200 

1.-100 

2; 100 

3/100 

4/100 

5/100 

a ihéoriQu® 
è iv s 54t> n.m 

0,022 

0.100 

0.21G 

0.432 

0.064 

1 290 

1.720 

2.160 


>pyriqhted material 
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Le but de la manipulation est de doser par fluprfmétrla ; 

• soit un coenzyme ; une solution de nlcotlnamlde adénine dl nucléotide 
réduite ; 

* soit une vitamine : la tlilamine ou vitamine B 1 après extraction d'un produit 
alimentaire* 


1. PRINCIPE 


1.1. Fluorescence atomique, fluorescence moléculaire 


Quand un rayonnement lumineux traverse une substance minérale ou organique en solu- 
tion, r énergie de la lumière incidente est absorbée si celle-ci correspond à la différence 
d'énergie entre deux niveaux électroniques ou états- d'énergie définis par la mécanique 
quantique (ci. chapitre 8), 

L'énergie absorbée par une molécule fait passer on électron de son niveau fondamental à 
m niveau énergétique supérieur; instable ou niveau - excité =. 

La molécule excitée perd cette énergie quand l'électron revient à son état fond-amont al, 
stable. Le plus souvent, l'énergie se dissipe sous forme de chaleur, très rapidement, en 
moins de 10 12 seconde. 

Pour certaines structures moléculaires très rigides, la perte d'énergie peut être lente. Le 
molécule est alors capable d'émettre â son tour un photon lors du retour à l étal fonda- 
mental. C'est la phoiofvminesçençç qui peut être mesurée par spectrophotométrie 
d'émission. On distingue la fluorescence et la phosphorescence. La fluorescence sa pro- 
duit quelques nanosecondes après l'excitation lumineuse ; la phosphorescence apparaît 
plus tardivement et dure plus longtemps. 

La fluorescence a actuellement plus d'applications âu laboratoire que la phosphorescence. 
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1 , 2 , Le spectrofiiierimètre (fjg. 10.14 
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Fig. mi Sthûma tic prirucine ct'ur sprat foriuoriméire 


1.2.1, La source lumineuse 

Elle est ïe pies souvent constituée d‘une lampe à arc au xénon, de grande énergie et quii 
fournit un spectre continu. 

1 . 2 . 2 , Les monochromateurs 

La plupart des spectrofluorimétres sont à simple faisceau et sont munis de deux 
monocïiromateurs à réseaux, î'un pour l'excitation, 3'autre pour rémission. 

1 . 2 . 2 , Le détecteur 

C'est un phctomuItlpJicateur, généralement disposé orthogonal ement par rapport au fais- 
ceau incident afin : 

- que la lumière incidente n'atteigne pas le détecteur ; 

- de limiter les lumières parasites de diffusion de Rayleigh {par des particules non 
absorbantes présentes dans le mi heu ) ou de Raman {due aux vibrations des molécules). 

1.2.4 , Le cellule de mesure 

C'est uno cuve en quartz non fluorescent, à quatre faces optiques. 


1.3. Application aux dosages 

La fluorimëtrie est une méthode analytique plus sensible que la spectrophotomêtrie. La 
limitE supérieure de détection en fluorescence correspond è la limite inférieure en 
spectrophotomêtrie. IE est possible de détecter des quantités inférieures à la pücomole de 
substance fluorescente. 







Cette méthode analytique est donc utilisée pour doser des substances naturellement flu 
descentes ou pouvant le devenir après couplage a des substances fluorescentes. 

Les composés aromatiques sont généralement fluorescents : l'émissiûn est d'autant plus 
importante que la molécule a une structure rigide, plane et peu encombrée. Ainsi J a fluo- 
rescence des formes réduites des nucléotides pyridl niques ou dos formes oxydées des 
flauines permet de suivre une réaction d'oxydo-réduclion enzymatique. 

De même, la plupart des cations métalliques peuvent former des chélates fluorescents : 
ainsi, le dosage du calcium par fluorescence est basé sur remploi de colorants fluo- 
rescents tels que la caicéine ou le Fura-2 qui permet le dosage du calcium intracellulaire. 

La solution est excitée à une longueur d'onde qui est en général celle de son maximum 
d'ab&orptïon. Une partie de l'énergie absorbée sous forme do photo ns va être perdue 
pendant » l'état excité », l'énergie d'émission sera donc plus faible : il en résulte que la 
longueur d'onde d'émission est toujours plus grande que celle du rayonnement repu, 

Le rendement quantique : 


photons émis 
z ~ photons absorbés 

est inférieur à 1. 

L'intensité de fluorescence (l f ) ne suit pas Ig loi de Beer-Lambert, 

Mais pour des solutions diluées dont l'absorbance (A) est inférieure â 0,05, l'intensité de 
fluorescence correspond à l'équation : 

Ij =■ k x l 0 x Q z xex Cx I 

avec : 

k =■ constante de proportionnalité ; 
l 0 = intensité incidente ; 

Q, - rendement quantique ; 

t' = coefficient spécifique d'afosorbamçe molaire ; 

C - concentration de la solution ; 
l = longueur du t; raj et opt i que . 

Pour des solutions plus absorbantes, l'excitation des molécules baisse au fur et à 
mesure que le faisceau incident traverse la cellule de mesure ; c’ést le * quenching 
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2.1, Réactifs 

* NA DH, H* à peser (dihydronicotinamide adénine di nucléotide di sadique : NA DH, Ng ? 
C 2l H 27 N 7 Na 2 p ;- M ^se molaire = 709.42 g. mol " t ). 

* SoMJdn de NA DH, H* à doser. 


2.2, Fiche technique 
2,2,1, Courbe d'étalonnage 

- Préparer per pesée une solution aqueuse de NA DH, H - à 10 ~ 3 mol .dm" 3 . 

- A partir de la solution mène de NA DH, H^, préparer la gamme de content rat ions en 
NADH. Hr- Indiquée dans le tableau 10.1. 


Tableau 10.1. 


A) : des îwfces 


J 

2 

a 

4 

s 

B 

NADH H" m 

H s .O (cm 3 ) q s p 4 cm 3 

NADH, H" umcl.dm " a 

0 

41} 

flO 

i?o 

ICO 

£00 

MO 


2,2,2, Mesure de fluorescence 

- Placer le monochromateur d' exe italien sur 340 nrn. 

- Faire le spectre d'émission de la solution étalon de NADH r H + la plus concentrée 
(n a 6), entre 400 et 500 nrn, lorsque celle-ci est excitée à 340 nrn,. 

- Placer le monochromateur de fluorescence sur le maximum d'émission déterminé 
précédemment . 

- Mesurer l’émission des solutions étalons de NADH, H h et de la solution à doser. 








2,2.3, Questions 

1) Compléter le tableau de préparation des solutions étalons. 

2) Préciser la longueur d'onde d'émission maximale pour le NADH, HT. 

3) Tracer la courbe de l'émission en fonction de la concentration en NADH, H\ 

A) Déterminer la content rat ion de la solution à doser et calculer éventuellement le rende- 
ment. du dosage si la valeur attendue est connue. 


2,3. Mode opératoire 
2,3.1. Préparation des solutions étalons 

Préparation de la solution mère de NADH. H‘:m = CxMxU = 10 s 3 x 709,42 x 100.10 " â 
= 0,0709 g pour U = 100 cm 3 de solution aqueuse ftaw. 10. f!.). 

Tableau 10. II. 


«•’ des M?©.? 

0 

t 

2 

3 

4 

5 

& 

M;,0 (cm 3 ) q s p -î cm J 

Û 

3,96 

3.92 

3,8& 

3.84 

3.80 

3.76 

NADH. H* nm(H.dm ? - 

ù 

10 

20 

an 

40 

50 

eo 


2,3.2. Rendement du dosage 

co n centrât! on déte rm i n è e 
concentration attendue 



3. DOSAGE DE LA THIAMINE (VITAMINE B 1 ) 



L’échantillon à analyser est soigneusement broyé, puis l'extraction de la vitamine 6. 
hydrosol uble est réalisée en milieu acide. 

Le ttûoc brome formé sors de l’oxydation de la tfiiamine par le chlorure mercurique est 
dosé par flygriméfrie. 


TIQhîOd m 


ïrial 





Tbi amine ou vitamine B , ; 


NH, 


I 

,'V ^ ‘X ’+r-^ 

U ' G — CH, - m 

\ 


H 

G — S 


h,c c 


<> 


.CH 


N J 


C ~1 

I 

CH 3 


OH 

I 

QH 2 — CH a 


3.1. Réactifs 

* Acide chlorhydrique à OJ moi. dm ° f 

* Chlorure merc urique i HgCI-j à 0.5 rng.cn " 3 . 

* Tampon phosphate 0,2 mol . dm " 3 pH 1 2 . 2. 

* So/yf/on étalon de t ht ami ne à 15 ppm préparée dans du HO 0.1 mol. dm " 1 : préparer 
une solution â 15.10" 6 g.dm* J soi". 15 p.g.dm " J . 

* Produit alimentaire à doser { céréales , Tari ne . . . ) . 

* Chlorure de sodium pur pour analyses. 


3.2. Fiche technique 
3.2.1, Extraction de ta vitamine 

Essai n* 1 l peser 5 g de produit, à analyser (farine} et 5 g de NaCl. Transférer dans un 
mortier, Ajouter 80 cm 3 de HCl à 0,1 mol. dm \ 

Essai n* 2 : peser 5 g de produit à analyser (farine) et 5 g de NaCL Transférer dans un mor- 
tier. Ajouter 5 cm ! de la solution mère de thiarrtine puis 75 cm de HCf à 0.1 moi. dm " 

- Broyer avec soin les deux préparations précédentes de façon à obtenir une suspension 
homogène. 

- Porter au bain-marie (100 “C) pendant 30 min. Agiter régulièrement avec une baguette 
de verre pour remettre le précipité en suspension. 

- Refroidir et ajouter 20 cm 3 de HCl à 0.1 mol -dm -3 . 

- Centrifuger une trentaine de minutes â 15 ÛÛÛ tours par minute. Les surnageants 
doivent être limpides. Décanter la solution dans un erJenmeyer propre et sec. 

- A partir de chaque surnageant, préparer 5 cm 3 des dilutions suivantes en HCl à 
0,1 mol .dm -a : coefficients de dilution l/d = 1/1 ; 1/2 ; 1/3 ; 1/4 ; 1/5. 

CoDvricihted 
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3,2.2. Etalonnage (te l 'appareil 


À partir de la solution étalon de thiamine à 15 ppm, préparer en HCl â 0,1 mol .dm 3 des 
solutions de concentrations comprises entre 0 et 1,5 ppm. 

3.2.3, Préparation des échantillons : oxydation de te thiamine 

Pour chaque solution à doser. -ntrodu:re dans un tube â essais : 

- solution à doser (essais, solutions étalons) :1cm-; 

- solution deHgCL : 1 cm' ; 

- tampon pH 12,2 : 1 cm 3 . 

Homogénéiser. 

Laisser agir pendant 2 heures â la température du laboratoire, 

3.2.4, Mesure de ta fluorescence 

* A l'aide de ia solution étalon ia plus concentrée : 

- déterminer la Longueur d'onde d'excitation kex. et la longueur d’onde d'émission 
Àém. de la thiamine oxydée ; 

- faire un spectre d'excitation (À.êm constants) ; 

- faire un spectre d’émission (Àex. constante). 

* Placer le monoc liront ateur d'excitation sur Kex, et mesurer l'émission des solutions 
étalons de thiamine. 

* Faire les spectres d"ex citation et d'émission de l'échantillon qui correspond â l'essai 
n* 1 non dilué. 

* M e su rer I ' ém i ssi o n des essors , 

3.2.5, Questions 

1) Donner sous forme de tahleau la préparait ion des solutions étalons de thiamine. 

2} Préciser les longueurs d'onde d'excitation 4ex et d'émission J.ém de la thiamine oxy- 
dée, 

3) Tracer la courbe de rémission en fonct ion de la concentration en thiamine. 

4) Analyser les résultats obtenus pour les différentes dilutions réalisées sur les essais 
n* 1 et n 0 2 et mettre éventuellement en évidence un phénomène «■ quenchlng ■>. Utiliser 
les dilutions des essais pour lesquelles ce facteur d'interférence n'apparaît pas. 

5) Evaluer le rendement du dosage à partir de la différence des résultat s obtenus pour 
les essais i apport et non apport de thiamine). 

6) Déterminer â partir de la courbe d'étalonnage et du rendement du dosage, la teneur 
en thiamine du produ L alimentaire analysé. Exprimer le résultat en ppm et en milli- 
grammes de thiamine pour J 00 grammes de produit analysé. 

Comparer éventuellement avec la valeur annoncée par le fabriquant. 



3,3, Mode opératoire 


3.3.1. Tableau de préparation des solutions étalons <tabi. IQ. 111 .) 
Tableau 10.111. 


H" fies tubes 

t 

$ 

3 

4 

5 

ê 

7 

$ 

9 

t0 

Soiutwrt oo thiaminé 
à 15 ppm (çm 3 ) 

D 1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.5 

0.6 

0.7 

0.8 

0.9 

1 

HCl à O.i mol.dm-5 (cm 5 ) 

as 

9.3 

9.7 

0.5 

9.5 

0.4 

SJ 

9.2 

9.1 

S 

ConcErtralions an Ihiamine (ppm) 

0.15 

tl.30 

0,45 

0,60 

0.75 

0.90 

1.05 

1.20 

1.35 

1.50 


33.2. Calcul de la longueur donde 

- La longueur d'onde d'excitation J.ex, : 360-365 mm. 

- La longueur d'onde d'émission Xêm : 460-430 nm. 

33.3. Calcul de la teneur en mg de ihiamine dam 100 g de produit 
analysé 

Soit X ppni de thi amine dans l'essai n* 1 dilué avec un coefficient l/d. 

La concentration en thi amine de la solution acide formée à partir de 5 g de farine est ; 

| thi ami ne] = d - X ppm. soit d ■ X . lû “ 6 g. dm " 5 

La teneur de la farine en mg de thiamine pour lüG g de produit analysé est : 

[thi amine] = d - X - 10 3 - 10 ’ 1 ■ 100/5 = 2-10 3 - d ■ X 


j-rii . j r«:s.Ww .. . ■ .j. , -> .".Viiii;».; 

4. EXERCICE 


(extrait d'un sujet d'examen) 

Etude d'un coenzyme : té nicotinamide adénine dinuclèotide 

WA DH r H 1 " est fluorescent lorsqu'il est excité par un rayonnement de 340 nm et cette fluo- 
rescence est plus élevée en présence de LDH. On réalise, d'une part, une solution de 
NA DH, H 1 ' à 10‘ 3 mol. dm - dans un tampon pH 7,2 et d'autre part, une sol Lit. ion de LDH à 
une concentration de 0,473 mg.dm -3 dans le même tampon. 
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A 2 cm 3 de la solution de LDH, on ajoute des volumes définis do la solution de NA DH, H\ 
Après chaque addition, on mesure l'émission fluorescente a 460 sim. On réalise une 
expérience témoin lorsque les mêmes volumes de NA DH, H‘ sont ajoutés à 2 cmr de 
tampon, 


Résultats obtenus flatte XQJVj 


Tableau iO.i v. 


Volume tûtes de NÀQH 
te" te.-' 

Fluorescence 
en présence de LDH 
(unités arbitrages} 

Flüoreïcencü 
en absence (te LDH 

0 

0 

0 

5 

1.3 

0,3 

iû 

3,5 

0.6 

15 

3,9 

0,9 

30 

5,1 

1,3 

25 

6.1 

1,.6 

30 

6,3 

19 

35 

7.2 

22 

<0 

7,5 

2.5 

50 

3,1 

3,1 

50 

3,8 

3.0 

70 

2.4 

4 A 

m 

10,0 

5,0 


1) Tracer les courbes représentant tes variations de Sa fluorescence en fonction du vol- 
ume de NA DH, H -1 ajouté. Interpréter ces courbes. 

2) Sachant que la masse molaire de la LDH est égale à 150 ÛOQ g.rnoi _± et que la for- 
mation du complexe enzyme-NADH r h + peut être considérée comme une réaction pra- 
tiquement irréversible, déterminer le nombre de molécules de NA DH, H + qui se fixent sur 
une molécule de LDH, 

3) La LDH étant constituée de 4 sous- unités, que peut-on en conclure ? 

Données : on négligera le volume de la solution de NA DH, H* par rapport à celui de la 
solution de LDH, 
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CORRECTION DE L'EXERCICE 




1) En présence de LDH : la fluorescence augmente fortement proportionnellement à la 
quantité de NADH, HT présente dans le milieu réactionnel, jusqu'à ce que la LDH soit sat- 
urée en coenzyme (co-substrat), puis la courbe a la même pente que celle obtenue sans 
LDH (fig. 10.2, J, 


F Iwofescence 



Fig. 10.2. Fluorescence au MA DH, H 1 


2) 

0,473,10 " â x. 2 
= ©,3i0- 9 

ISO OOÜ 


n NADH. H 4 ■* 4 * n iDH 


^opyrightod 


mole d'enzyme sont saturées par * 26 fit de MA DH, H * 
à 10 " 3 mûl-dm “ a „ soit 26.IÛ " 6 x 1Ü - 3 = 26,10 " s 
mole de NADH, H # . 



3) Chaque sous-unité de la LDH porte un site pour la fixation du NADH, H\ 
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Le but de la manipulation est de doser les protéines totales par une méthode 
chimique : la réaction du biuret. 

Le dosage est basé sur la formation! en milieu alcalin, d'un complexe de colora- 
tion violet-pourpre entre des ions cuivriques et les liaisons peptidiques des pro- 
téines. 



1. PRINCIPE 


1.1, La réaction du biuret 


Basée sur la présence de liai sons peptidiques, la réaction du biuret est couramment uti- 
lisée pour le dosage des protéines. 

Le réactif de coloration utilisé est le réactif de Cornai L composé de : 

- sulfate de cuivre (colorât Ion bleue du réactif de Gomall due aux ions Gu 2+ ) ; 

- hydroxyde de sodium ; 

- tartrate double de sodium et de potassium qui chélate tes ions Cu^" et évite leur pré- 
cipitation, en milieu très alcalin, sous forme d'hydroxyde de cuivre insoluble ; 

- iodure de potassium pour éviter la réduction du cuivre. 

0 O 

Initialement misa en évidence avec le biuret H^N-C-NB-C-NH^ obtenu par condensation 
à chaud de deux molécules d'urée, la coloration nécessite pour se développer : 

- soit la séquence -NH-CC-NH-CQ-NH- présente dans la structure du biuret ; 

- soit la séquence -CH-NH-CO-NH-CH- présente dans la structure des chaînes polypep- 
tidiques, 

La liaison C-N peptidique est stabilisée sous la forme d'un hybride de résonance dont les 
deux strutures limites sont i 




C— 



c \ 


-o 


/ 




H 

Ca 


O) = 70% 


( 2 ) = 30 % 


En (1) la liaison C-N peptidique est une liaison covalente simple, 


En (2} il existe une double .ai son entre le carbone et l'azote et, d'autre part, l'azote porte 
une charge positive tandis que l'oxygène porte une charge négative. 

La liaison peptidique est un compromis entre ces deux hybrides de résonance et possédé 
un caractère part el de double lia- son. 

— c« 8 + H 

c— n : 

o< V — 

S" 


En milieu alcalin, réqui libre est déplacé vers la forme (2). 


En présence d'ions cuivriques, les liaisons peptidiques vont former des complexes stabil- 
isés par des liaisons ioniques grâce â l'oxygène du carbonyle, et par des liaisons de coor- 
dination grâce à P azote peptidique. D'où apparition d'une coloration violet pourpre. 


Représentation schématique 



Il faut au minimum 3 (tétrapeptide) ou 4 (pentapepUde) l ai sons peptidiques pour que le 
complexé se ferme, L'intensité de la coloration sera fonction du nombre de liaisons pepti- 
diques par gramme de protéine et non de la massé molaire de la protéine. 

Le réactif de Gornall permet le dosage de protéines précipitées même si elles sont déna- 
turées : pour des concentrations supérieures à 0,5 g.dnr» ‘ 3 , on peut recueillir le précipité 
par centrifugation ou par décantation, Ile dissoudre dans de 3 'hydroxyde de sodium, puis 
doser les protéines, 

La solution étalon est t 

- soit une solution de sérumalbumine bovine ou humaine {holoprotêine) ; 

- soit un sérum étalon pour te dosage des protéines totales du sérum (population mixte 
de protéines). 

Le maximum d'absorption se situe entre 530-550 nm, il varie avec la nature de la pro- 
téine. 
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1.2. Limites de la méthode 


La réaction du biuret est peu sensible : domaine de linéarité -2 à S g, dm " 3 , Elle ne per- 
met pas le dosage de solutions peu concentrées en protéines. 

La réaction du biuret n'est pas rigoureusement spécifique des protéines : divers produits 
de dégradation de celles-cL des polypeptides et même des substances ne contenant pas 
de liaisons peptidiques peuvent interférer sur le dosage et donner une réaction colorée. 

Les risques de réduction des ions cuivriques par les sucres réducteurs, en milieu alcalin, 
limitent l'utilisation de celte méthode, notamment en agro-alimentaire. Ainsi la réaction 
du biuret ne donne pas de résultats satisfaisants pour le dosage des protéines du lait 
(3,4 % en masse), à cause du lactose (3.6 en masse), seules les teneurs en protéines 
des céréales et des légumineuses (S a 36 % en masse) peuvent être déterminées par la 
mêthde du biuret après élimination des autres constituants organiques : glucides (20 à 
75 % en masse) et lipides (0.5 à 13 % en masse). 



2. DOSAGE DES PROTÉINES DU BLANC D'ŒUF 


La composition moyenne du blanc d'ffluf (% en masse) est : 

- eau ; 35,0 

- protéines : 12.9 

- lipides : 0.3 

- glucides : 0,0 

- sels minéraux : 1,0 

Le dosage est réalisé sur une dilution au 1/50 de blanc d'œuf de poule. 


2.1. Réactifs 

* Réactif de Gôrftâll (ên distributeur) : 

- sulfate de cuivre. 5 H 2 G : 1,50 g ; 

- tari rate double de sodium et de potassium : 6 g ■ 

- soude : 30 g ; 


f ricim 
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- iodure de potassium : 1 g : 

- eau di st Filée : 1 OOO cm 3 . 

Réactif à conserver à l'abri de la lumière, dans un flacon en polyéthylène soigneusement 
bouché, 

* Eau physiologique â 9 g NaCl.dm - 3 . 

* Oeuf de poule ou dilution au i/SÛ d'un blanc d'œuf en eau physiologique, 1 cm 3 de 
blanc d'œuf q s p 50 cm 3 avec de l'eau physiologique. 

* Solution étalon d'albumine à 5 g dm " 


2.2. Fiche technique 

2.2.1 „ Dosage 

□ans un tube à essais, introduire : 

- E = 1 cm 3 de 8a dilution au 1/50 d'un blanc d'œuf : 

- 4 cm- 1 de réactif de Gornall- 

Attendre 30 minutes à l'obscurité, à température du laboratoire. 

Mesurer l'absorbance à 530 nm : contre un ■> témoin réactif 

2.2.2. Etalonnage de l‘ appareil 

Préparer à partir d'une solution étalon d'albumine à 5 g, dm; 3 , une gamme en quantité 
contenant de 0 a 5 mg d "albumine par tube. 

Traiter les étalons de la même façon que res tubes dosages, 

2.2.3. Questions 

1) Donner le tableau de composition des tubes. 

2 ) Tracer la courbe d'étalonnage A = f {qm protéines en mg) ou utiliser la régression 
littéraire. 

3) Calculer la teneur en protéines du blanc d'œuf, ex primée en g. dm ~ 3 . 
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2. Z. Mode opératoire 


2,3,t. Tableau de composition de® tubes (tabi. au.) 
Tableau il.l. 


AP tubes 

0 

ï 

2 

3 

4 

5 


Bianc çTgeyf (çm 3 ) 
dilyé pj 1.250 







1 

Séfumalbumine 
è 5 g c&rr 3 (cm 3 ) 

0 

0,2 

0,4 

Ü,S 

0,0 

1 


Sosuslwi de PaCI 
â S g. dm -3 {cm 3 ) 

1 

0,0 

0,fi 

0.4 

0.2 

Û 

« . 

Fléaclll d® Gornall (cm 3 ) 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

Protéines (q«s) mg 

0 

1 

2 

0 

4 

5 

X 


2.3.2. Calculs 

x 

Teneur en protéines du blanc d'œuf en g. dm " 3 - 50 - — . 

E 


3. DOSAGE DES PROTÉINES TOTALES DU SÉRUM 


* Consignes de sécurité à respecter pour fa manipulât rûri de sérum 

En milieu scolaire, il faut réaliser les dosages de biochimie clinique sur des sérums ani- 
maux : sérums de bœuf lyophilisés (Biotrol, Unit roi,.,} ou sérums frais {sérum de bœuf 
commercialisé), ou sur du sang animal acheté par exemple chez les charcutiers, chez les 
vétérinaires ou aux abattoirs, 

* Règles de sécurité à rappeler aux élèves qui feront des stages en labôrâtùirë au cours 
de leur scolarité 

- Le port des gants à usage unique est obligatoire chaque fois que l’on manipula un pro- 
duit biologique (sang, plasma, sérum,..}, même lors de l'utilisation d’un automate. 
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- Interdiction formelle de pipetege à la bouche. Utiliser soit des pipettes automatiques 
avec cônes plastiques à usage unique, soit des systèmes d'aspiration électriques ou des 
poires d ‘aspirai ion s'adaptant sur les pipettes classiques, 

- Désinfection des mains, systématiquement en fie de manipulation, et en cours de 
manipulation chaque fo--s qu'il y a risque, avec: de l'altocl à 70 c ', durant 1 minute (Ou 
avec un autre antiseptique approprié durant un temps suffisant). 

- Désinfection de la verrerie ; immersion Complète dans un désinfectant approprié durant 
un temps suffisant (eau de Javel è 12 D durant quelques minutes). 

- Inactivation du matériel a usage unique [cônes, pipettes, gants..,) par autoclavage 
après recueil dans un sac prévu à cet usage. 

- Nettoyage de la paillasse, avec de l'eau de Javel diluée au 1/10 {ne pas utiliser une 
éponge mais un * essuie-tout * en tissu) en respect a ni un temps de contact d'au moins 
une minute. 

* Utilisation de la pipette automatique 
Prélèvement : 

- Monter le cône approprié su t l'embout porte-cône. Assurer l'étanchéité de la jonction 
cône-pipette en imprimant un mouvement de rotation. 

- Presser le bouton poussoir | usqu'â la première butée ou la deuxième butée (conseillé 
si E < 100 ni). 

- Maintenir la pipette verticale et plonger l'extrémité du cône dans l'échantillon à 
prélever, 

- Relâcher lentement et régulièrement te bouton poussoir pour aspirer le liquide dans le 
cône. 

- Essuyer éventuellement Tes gouttelettes de liquide qui adhèrent sur les parois 
extérieures du cône avec du papier non tissé (papier Joseph) sans toucher l'orifice du 
cône. 

Transfert : 

- Appuyer l'extrémité du cône contre la paroi du récipient (angle de 10 à 40 degrés), 

- Presser doucement le bouton poussoir Jusqu'à fa deuxième butée ou Sa première butée 
(Ë^ 100 

- Tout en maintenant le bouton poussoir complètement pressé, retirer la pipette automa- 
tique en glissant le long de Sa paroi. 

- Relâcher Se bouton poussoir. 

- Ejecter le cône en pressant le bouton de commande de l’éjecteur de cène. Utiliser un 
nouveau cône si un liquide différent doit être pipette ou si le volume à prélever est dif- 
férent du volume précédent. 

Remarques : 

- Le pré-rinçage du cône est recommandé lors du pipettage de sérum, de solutions pro- 
téiques. rie solvants organiques. 
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- En cas de prélèvements de sérum* le port de gants est obligatoire : le cône souillé et 
le papier qui a servi à l’essuyer doivent être immédiatement recueillis dans un sac prévu 
â -cet usage pour autoclavage pu dans un bac à eau de Javel, 


3.1. Réactifs 


* Réactif de Cernait (en distributeur) ; 

- sulfate de cuivre. 5 H ;: Q : 1,5*0 g ; 

- t art rate double de sodium et de potassium : 6 g ; 

- soude : 30 g ; 

- joduro de potassium : 1 g ; 

- eau distillée : 1 000 cm- 4 . 

Réactif à conserver à l'abri de Sa lumière, dans un flacon en polyéthylène soigneusement 
bouché. 

* Eau physiologique à 9 g NaCLdm " - ?J r 

* Sérum étalon de concentration connue en g de protéines par dm - 1 . 

Sérum étalpn du commerce ou sérum de bœuf étalonné par gravimétrie ou par la 
méthode Kjeldahl. 

* Sérum à doser, 


3.2. Fiche technique 


3.2,1, Détermination de ta protéinémie 

Dans un tube à essais, introduire : 

- Plasma pu sérum E = 50 jjJ 

- Eau physiologique 50 pl 

- Réacttf de Cornai I 4 ml 

Homogénéiser. Laisser reposer 30 minutes a température ambiante (la coloration est sta- 
ble quelques heures). 

Lire au spectrophotomètre à 540 nm après avoir réglé le Jéro du spectrophotométre sur 
un tube * témoin réacti 4 


3,2.2, Etalonnage du spectrophotométre 

A partir d'un sérum étalon de concentration connue e« protéines, préparer 5 tubes 
étalons contenant 0 à 100 pl de sérum étalon. 

Traiter les tubes ètafons dans les mêmes condil-ons que les tubes essais. 
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3.2.3. Questions 


1) Donner le tableau de composition des tubes. 

2} Tracer la courbe d'ëtatonnage A = f <g pfotéines.dnn ' - 1 ) ou utiliser !a régression 
linéaire. 

3) Déterminer fa protéinémie du sérum analysé exprimée en g. dm “ 3 . 

Données : valeurs de référence de la protéinémie (masc) 62-30 g. dm 3 . 


3.3, Mode opératoire 


3.3.1. Tableau de composition des tubes à essais nabi, lui.) 

Tableau 11.11. 


N : tubes 

4Î 

> 

2 

3 

4 

S 

Dosage 

Sérum tpi) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

50 

Sérum élatan a 8Ü g.dm 3 (liO 

0 

20 

40 

60 

ao 

IClÛ 

- 

Eau physiologique (pl i 

100 

flO 

60 

40 

20 

0 

50 

RsacSif ds Qamall (cm 3 ) 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

Pnoleines, en mg 

Ù 

1,6 

3,3 

4,& 

6,4 

& 

*„ 

Pn>1ëin«& masc en g.dm J 3 

0 

16 

3? 

43 

64 

60 



Le tableau de composition des tubes à essais est donné à titre d'exemple pour un sérum 
étalon à 80 g.dtrr 3 soit 80 pf.pl -1 . 

Le tube n“ 3 correspond donc à 80 pg.pl" 1 x 60 p I = 4 800 pg soit 4,8 mg de protéines 
ou à une concentration massique de 80 pg.pl -1 x 60/100 = 48 pg.pl -1 soit 48 g. dm' 3 . 


3 , 3 , 2 , Calculs 


Se protéines masc en g. dm - 3 = ^ ■ 1/E = X rn 

Ou 


1 

50.1 0" 3 


= 20-X m 


Se protéines masc en g,drrr 3 - Xp - 2 (Xp étant la concentration massique en g.dnr 3 du 
sérum â doser dilué au 1/2 dans se tube dosage). 
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4, EXERCICES 


Exercice n* 1 : dosage des protéines sériques par le méthode du biuret 

Le sérum à doser est dilué au 1/20 avec une solution de chlorure de sodium d 
9 g.dm _3 . 

A 2 cm 3 de cette solution, on ajoute B cm 3 de réactif cuptotartrique de Cornai I. 

Après 30 min à la température ambiante., l'absorbance est lue à 540 nm contre un 
témoin réactif. 

— Proposer une composition de tubes de gamme préparés â partir d'un sérum étalon d 
72 g do protéines par dm 3 . 

- Etablir la formule littérale donnant la concentrât ion massique du sérum â doser, 
exprimée en g de protéines par dm 3 . 

Données ; valeurs de référence de la protéinémie (rnasc) 62-80 g. dm " 3 , 

Exercice n 3 2 : Dosage des protéines d'un sérum (extrait sujet Bac) 

On utilise un sérum de contrôle qui eon-tsent 71 g de protéines par litre. Ce sérum est 
dilué de telle sorte que les masses de protéines dans chaque tube varient de 0.71 mg à 
7,1 mg. Le volume de dilution introduit est de 1 cm 3 . Les absorbances lues sont 
indiquées dans le tableau 11. III. 

Tableau 11,1 II. 


V tuoes 

0 

r 

2 

3 

4 

5 

(J 

Masse de protéines en mg 

0 

0.71 

1.42 

2.S4 

3,55 

s«e 

7.10 

ÂOsorbançes 

0- 

0,040 

0,060 

0.155 

0.1 90 

0.3-20 

0.410 


1) On effectue le dosage des protéines totales du sérum dans les mêmes conditions que 
la gamme étalon. Le sérum utilisé est au préalable dilué au 1/20. L'absorbance lue est 
\ = 0,205. 

- Quelle est la concentration mâSsîquê déâ protéines, exprimée dû! g. dm _ ? 

2) On dose ensuite une fraction des protéines sériques, le mode opératoire est le suiv- 
ant ; on mélange 1 cm 3 de sérum, 4 cm 3 d'eau distillée, 5 cm 3 de solution saturée de 
sulfate d’ammonium. Le précipité de .globulines obtenu est dissous dans X cm 3 de soiu- 
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tion de NaCI à 9 g. dm On prélève 1 cm 1 * de cette solution pour faire le dosage propre- 

ment dit. 

- Sachant que Je rapport albumines/ globulines est compris entre 1,2 et 1,8, déterminer 
la valeur de X (1 ; 10 ; 50 : 100 ou 200 cm 3 ) pour que le dosage coton métrique sort réal- 
isé correctement, 

- L'absorbance alors mesurée pour les globulines est A., = 0,165. En déduire le taux 
d'albumines et de globulines. 


CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice n° 1 : 

Le sérum à doser, dilué au 1/20 a une concentration massique voisine de 3 à 4 g, dm -i . 
13 est possible de préparer une gamme d'étalons de concentrations massiques comprises 
entre 0 et 8 g de protéines par dm “ 3 après dilution au 1/9 (en tube à essais) du sérum 
étalon UsW. 11. V.). 


TîiWaau 11,V, 

3e protéines maso eo g. dm 3 = 2£XX. 


iV tubes 

0 

T 

2 

3 

4 

Dosage 

Sérum à doser (cm 3 ) dsüuè au 1/20 

- 

- 

- 

— 

— 

2 

Sérum étalon au 1 (cm 3 ) 

0 

0.5 

§ 

3,5 

2 

- 

Sduiiwi d© HaCI à S g, dm (cm 3 ) 

2 

1.5 

1 

0.5 

- 

- 

Réaelii dé Gornall (cm 3 ) 

S 

3 

S 

8 

8 

B 

Protéines masc an g.drn ~ 3 

0 

2 

4 

ë 

8 

X 


Exercice n 3 2 : 

1] Se protéine masc = 3,64 x 20 = 72,8 g / dm " 3 . 

2j les globulines sont précipitées en présence de sulfate d'ammonium I 5Û 'S de satu- 

ration puis reprises dans X cm'- de NaCl à 9 g .dm “ 3 . Un cm 3 de la solution X doit avoir. 






après addition du réactif de coloration, une absorbance comprise entre 0.15 et 0.20 
(milieu de gemme), et donc correspondre à « 3 mg de protéines. 

Or, dans le sérum albumines/ globulines ~ l r S 
et [albumines} + [globulines] = 72,8 g. dm " 3 

d'où [globulines) ■ 30 g.dm “ 3 : le sérum doit être dilué au 1/10 pour Je dosage dos 
globulines. Soit X = 10 cm 3 de WaCl. 

k 2 = 0,165 correspond à 2,93 mg de protéines 

[globulines] - 2,93 x 10 - 29,3 g, dm “ 3 

j albumines; = 72.9 - 29.3 = 43,5 g.dm -3 . 
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Cette manipulation a pour objet de comparer les caractéristiques de différentes 
méthodes de dosage cola ri métrique utilisées lors de la détermination de quan- 
tités de protéines faibles : méthode de Foiif^lewrÿ, méthode de Bradford, et 
mesure d'absorbance à 280 tint» 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

* linéarité ; 

* sensibilité ; 

* spécificité ; 

* détectabilité. 


1. PRINCIPE 


XX MétfiCKfe do Foün-lowry 


Le réactif de Folin-Ciocalteu est un mélange d’acides phosphot ungst ique et phosphpmo- 
lybdique. En présence de protéines, li esl réduit en un complexe de coloration bleue, 

Les acides aminés, tyrosine, tryptophane, cystéine et dans une moindre mesure ftstidine, 
sont partiellement responsables de l ‘apparition de ia coloration qui met cependant enjeu 
un mécanisme plus complexe, mat connu. L'intensité de la coloration variera en fonction 
de la structure primaire de la protéine, donc d'une protéine à l'autre. 

La méthode de Lowry qui fait précéder la réaction colorée par une action de sels de 
cuivre, en milieu basique, sur la liaison peptidique augmente la sensibilité. 

La mesure de l 'absorbance se fait à 600 ou à 750 nm. Elle ne suit pas rigoureusement la 
loi de Beer-Lambert . La linéarité de la réponse n'est obtenue que pour des concentrations 
inférieures à 10 mg.drn ~ 3 , 

La spécificité de la méthode est faible : très pratique pour le dosage des extraits pro- 
téiques (extraits enzymatiques en cours de purification par exemple), cette méthode se 
prête mal aux dosages des protéines dans les milieux de composition complexe, inl lieux 
biologiques ou produits alimentaires (lait, œufs, céréales...) car de nombreuses sub- 
stances interfèrent au cours du dosage : sucres, réducteurs, lipides, ions, groupements 
suihydryles... 


1.2. Méthode de Bradford 


Eo milieu acide, les protéines forment des complexes avec certains colorants organiques,, 
le plus souvent des colorants azoïques à groupements acides sulfoniques, qui se fixent, 
sur les groupements protonés des chaînes latérales des acides aminés basiques (lysine,, 
arginine, histidlne) et sur le œ-NH 2 libre de la chaîne polypeptidique., 

Pour une structure primaire donné®, il existe un® bonne corrélation entre la quantité de 
colorant fixé (donc l'absorbance mesurée^ et la concentration en protéines. 

Dans la méthode de Bradford, le bleu de Coomassie G2S0 ferme avec les protéines un 
complexe coloré présentant un maximum d' absorption à 595 ont. La coloration, très sen- 
sible, peut être effectuée très rapidement et reste stable pendant 30 min si l'on utilise 
un réactif industrial stabilisé. L'albumine se colbre beaucoup plus intensément que les 
autres protéines et l’on doit en tenir compte lors du choix de rétalon. 


1.3. Méthode de Chri&tiarhWârburg 

L'absorption des protéines en UV est due : 

- à la présence des liaisons peptidiques qui absorbent à 190 nrn ; 

- à l’absorption de la plupart des acides aminés entre 180 et 220 nm ; 

- à l' absorption de la cystine, éventuellement présente dans une structure protéique 
donnée et qui absorbe à 24Û nm ; 

- à la présence d'acides aminés aromatiques : essentiellement la tyrosine (maximum 
d’absorption à 278 nrn) et le tryptophane {maximum d’absorption à 279 nrn) alors que la 
phénylatanine absorbe peu la lumière ultraviolette à ces longueurs d'oode (faible absorp- 
tion à 260 nm) (fig. 12.1 .). 


Absorbance 



T ryptophans 
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Fig. 12.1. Spectres d'absorption d'acides aminés aromatiques 



La plupart des protéines renfermant de la tyrosine, le mesure de l'absorption à 280 nm 
constitue une méthode extrêmement rapide de mesure de îa concentration protéique 
d'une solution* les autres longueurs d'onde posant de nombreux problèmes de technique 
et d’interférences, 

l'absorbance à 280 nm. essentiellement liée à la teneur de chaque protéine en tyrosine 
et tryptophane* varie en fonction du pH : une meilleure sensibilité est obtenue à pH 10 
quand le groupement phénol de la tyrosine est ionisé, 

les résultats sont satisfaisants sur des solutions protéiques purifiées. Des interférences 
sont en effet, possibles : solutions protéiques non limpides, avec diffusion de la lumière 
par les particules en suspension ou solutions protéiques renfermant d'autres consti- 
tuants à caractère aromatique marqué (métabolites, acides nucléiques,.,) qui absorbent 
à 280 nm. 

Ce dosage présente l'avant âge de ne pas détruire les protéines. Il est très utilisé pour 
repérer ou doser les protéines en sortie de colonne lors d'un fractionnement par chro- 
matographie. 



2. RÉACTIFS 


* Utiliser une solution de sérum albumine bovine a 1 g. dm 3 dans Peau distillée. 

• Comparer les résultats par rapport à une solution aqueuse d'ovalbumine, de gélatine, 
do lysozyme ou de toute autre protéine pure dont on dispose. 


2.1. Méthode de Folin-Lowry 


* Réactif de Potin, commercial : â diluer 3 fois dans l'eau distillée au moment de l'emploi. 

* Sofefrpn réactive : 

- solution A : Na^CO^ à 2 % dans NaOH 0,1 moi .dm " 3 ; 

- solution B : t art rate double de Na et K à 20 g,dm _a ; 

- solution c : sulfate de cuivre à 1 K, 

Préparer extemporané ment la solution réactive en respectant l'ordre d’addition des réact- 
ifs et en agitant bien après chaque addition : 

- solution C ; 0,5 cm 3 

- solution B : 0,5 cm 3 

- solution A : 50 cm 3 

* Solution étalon dé sérumatbumine bovine à 2 g .dm - 3 
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2,2, Méthode de Bradford 


* Préparation du réactif de Bradford : 

- dissoudre 1QQ mg de bleu de Coomesïie G25Ü < gris, différent du colora ni utilisé pour 
la coloration des protéines) dans 50 cm ' d'éthanol à 95 % ; 

- rajouter 100 cm 3 d'acide phosphorique H 3 F0, 1 â 85 % ; 

- compléter à 1 dm " avec de l'eau distillée ; 

- filtrer ; 

- conserver à l'obscurité, à la température du laboratoire, 


w i. \ ' ~3 


3, FICHE TECHNIQUE 
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3.1. Méthode de Folîn-Lowry 
3,1.1. Réalisation de la gamme d r étalonnage 

- Diluer précisément la solution mère d’albumine à 2 g. dm ~ 3 pour l'amener à 
0,5 g. dm 

- Dans une série de tubes à essais, réaliser le tableau de dilutions ( tabl. 12 J ). 


Tableau 12. L 


TuDes n* 

0 

t 

£ 

3 

4 

Soi. sfaion fcm- 1 ) 

0 

0.2 

0 A 

0.6 

OJ 

Eâu diililléa 

1 

0,8 

fl .6 

0,4 

0.2 

Solutions réserve (cm 2 ) 

S 

S 

S 

5 

S 

- Agiter, Attendre 10 min. 

Fteadil dé Folio au 1/3 

- 


0,5 . 





- Agiter Immédiatement chaque tube. 

- Laisser la coloration se développer 30 min à l'obscurité 

- Ure l'absorbance contre le blanc de gamme a 650 nm. 
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3.1.2. Réalisation d'un essai 


- Diluer la solution à doser de manière à ramener à environ 0,2 g.drrr 5 en protéine, 

- Mesurer 1 cm-* de la solution ainsi obtenue. 

- Ajouter 5 cm- 7 de la solution réactive et traiter dans les mêmes conditions que les 
tubes de la gamme. 

- Les essais seront lus contre le blanc de gamme. 


3.2, Méthode do Bradford 
3.2.1. Réalisation de la gamme 

- A partir de la solution mère de sérum albumine à 2 g. brrr a , on prépare une série de 
solutions filles dont les concentrations varient de 0,1 à 0,5 g, dm 3 . 

- Dans une série de tubes à hémolyse, introduire respectivement 0,1. 0.2, 0.3, 0,4 et 
0,5 cm 3 . 

- Compléter avec de l'eau distillée â 2 cm- 3 et homogénéiser. 

- Les cinq solutions filles ainsi obtenues permettent de réaliser la gamme d’étalonnage 
indiquée dans le tableau 12. U. 


Tableau 12.1 1. 


Tubes n 3 

Û 

î 

2 

3 

4 

5 

Sol. fills (cm 3 ] 

— 

0,1 

0,1 

0,1 

0-1 

0,1 

Eau distillée- ilcm 3 ) 

0.1 

- 

- 

- 

- 

- 

Réaciil de BradÜopd (Crrr 1 ) 

5 

S 

5 

5 

5 

5 


- Agiter immédiatement les tubes et lire l'absorbance à 465 nm contre le blanc de 
gamme. 

REMARQUES : 

- ce réactif se dépose et adhère à toutes tes surfaces ; tes absorbances ne seront pas 
lues dans des cuves à aspiration ; 

- une élévation brutale de l'absorbance- a souvent pour origine une mauvaise conserva- 
tion du réactif de Bradford. 


3.3. Mesure de fabsor bance à 230 rtm 

- Préparer une gamme de dilution et compléter le tableau de dilution (tatrf, 12. ML), 
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Tableau 12 JH, 


Tubes n L ’ 

1 

2 

3 

4 

5 

Solution SAS à 2 g. dm -3 (cm 3 ) 

0.2 

0 A 

0,9 

0.9 

1 

Eau distillée (cm 1 ) 

1,9 

1,0 

1,4 

1,2 

1 

Concentration en SAE3 en g.dm 







- Lire les différents tubes contre de l'eau distillée en utilisant des cuves quartz ou des 
cuves plastiques spéciales UV. 


3.4. Questions 


- Tracer les courbes d'étalonnage : A =f (quantité) ou A - f (concentration), 

- Pour chacune des méthodes, vérifier la proportionnalité de la réponse par rapport à la 
quantité de protéine ou à sa concentration. 

- Déterminer la limite supérieure de linéarité, 

- Déterminer la sensibilité de la méthode dans le système d’unités utilisées, 

- Déterminer la détectabilité x de chaque méthode â partir d'une série de mesures (au 
minimum une vingtaine effectuées sur le tube G. Les valeurs mesurées sont traitées 
statistiquement et Ton calcule la moyenne p des valeurs lues et la déviation standard s. 
On prendra : x = p + 3s {probabilité de 99,8 %), 

- Regrouper les résultats par méthode et éventuellement par nature de protéine dans un 
tableau. 

- Quelle méthode vous semble la plus sensible ? 

- Observe-t-on des écarts im portants de linéarité ? 


4. EXERCICES 


Exeioice n D 1 : 

On veut déterminer la concentration massique en protéines d'un blanc d'œuf. Le blanc 
d’œuf est recueilli et dilué au 1/10 Ù en eau distillée. Gn effectue fessai sur 5 pl de cette 
dilution dans les conditions décrites en 3.1/2, 

* Etablir le protocole pour la réalisation : 

- de fessai ; 

- du blanc de gamme, 


■ Lg gamme d'étalonnage donne les résultats consignés dans le tableau 12.1V. 

Tableau 12. IV. 


Quantité pmtéines fifjrtube 

0 

£0 

40 

60 

80 

100 

Aùsortmnce â 7® nm 

0 

0,127 

0,255 

0.368 

0.463 

0,546 


* Trace/ la courbe d'étalonnage ou calculer la fonction de régression. 

* Déterminer la concentration du blanc d'eeuf en protéines sachant que la valeur lue 
pour l'essai est A = 0,262. 

* Que pensez-vous de 8 'allure de fa courbe ? Quelles suggestions vous inspire cette 
allure ? 


Exercice rT 2 ; 

On réalise une gamme d’étalonnage dans les conditions du tableau 12. il! ; une solution 
de ysozyme à 1 g.dm " remplace la solution de SAB à 2 g. dm 

» les tubes sont lus en cuves quartz de 1 cm de trajet optique, à 280 nm contre de 
l'eau distillée. 

* On obtient les résultats du îabledu 12.V. 

Tableau 12.V. 


Tubes n ' 

1 

2 

3 

4 

5 

Absorbance a 200 nm 

0.29 

O r 51 

0,7S 

1 

1.25 


• T racer la courbe d'étalonnage. 

♦ Déterminer le coefficient d’absorbance molaire cfu lysozyme à 280 nm en unités S l 
s ma sse moléculaire du lysozyme : 14 700 üa). 

* Comparer éventuellement ce résultat é celui obtenu avec la S A B. Comment expliquez- 
vous les différences 7 



Exercice fi* 3 : 

Lors de la réalisation d'une gemme d'étalonnage, une série de 20 mesures effectuée sur 
le blanc de gamme a donné les résultats du fsbi'eau 12. VI. 











Tableau 12.VL 


- s - 0,000 

+■ 0,001 

+ 0.003 

4 q.OM 

* o.tffll 

4 0.000 

+ 0,002 

- 0,000 

+ 0,002 

* 0,001 

-0.001 

- 0,001 

- i - 0,000 

+ 0,001 

+ O.M2 

4 0 , 0 M 

r 0,000 

t 0,002 

+ 0.001 

+ 0,000 


* Calculer les paramétres statistiques et les appliquer à la fonction d'étalonnage définie 
au 3.4, 

* Quel Se es! la détectabilité permise par l'appareil sur lequel a ni été effectuées ces 
mesures ? Appliquer cette réponse aux valeurs obtenues pour les exercices 1 et 2 et 
déterminer la plus petite quantité de proté ne qu'il est pos&ble de détecter dans chaque 
cas. 



CORRECTION DES EXERCICES 
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Exercice n • A : 

Essai ; 

- eau distillée : 1 cm 3 ; 

- solution â doser : 5 pi. 

Le volume de 5 pi mesuré à la pipette automatique est négligeable. 

Témoin : 

- Eau distillée : 1 cm 5 . 

Chaque tube sera complété par 5 crr. J de réacl f de coloration et le protocole du 3.1.1 
sera suivi intégralement à partir de ce moment. 

Fonction de régression : y - 0,005 x + 0,018 (r = 0,996) . 

Concentration du blanc d'œuf : la fonction de régression donne : 48.8 pg de protéine 
pour le tube essai, soit : 

C = ( 48.8 X lüfi)/5 x 10 x 10 e = 97,6 g. dm ” \ 

La représentât on obtenue n'est pas rigoureuse ment une droite. 
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Exercice n* 2 i 

Fonctiort die régression ; y = 2,471 x + 0,0204 |r = 0,999). 

La représentation graphique donne pour A = 1. : c = 0,390 g-dm " 3 , 

e = 0.1 x 0,396/14700 = 371 212 ' mat ^ 

La différence s'explique essentiellement par la structure primaire des protéines qui varie 
considérablement d'une protéine à l'autre en ce qui concerne les acides aminés aroma- 
tiques. 

Exercice n 3 : 

U = 0,0007 ; s =0,0011 : 
x = 0,0007 + 3 ■ 0,0011 - 0,004 ; 

soit, pour l'exercice 1 : 0,8 pg de protéine ; pour i 'exercice 2 : 1,5 pg de protéine. 



Copyrighted material 



% 

CHAPITRE 

DOSAGE DES PROTÉINES 

SERIQUES PAR 

GRAVIMETRIE 

SOMMAIRE page 

o TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS 1ÔO 

o PRINCIPE ieo 

n, RÉACTIFS 131 

ü MODE OPÉRATOIRE 181 

ü RÉSULTATS 18? 

C o py ri g hted m 



Les méthodes gravimétriques ont piatlquèmènt disparu des laboratoires depuis 
l'essor des appareils de mesures physieoehimiijues et dos automates. 

Ces méthodes, condamnées pour leur lenteur, peu compatible avec une notion 
de rentabilité au sein du laboratoire^ et pour leur domaine d’application limité 
aux ma crodo sages* présentent encore un double intérêt en milieu scolaire : 

11 elles procèdent par de longues étapes de précipitations, de filtrations* de 
lavages et de séchage qui nécessitent beaucoup de soin de la part du techni- 
cien et sont donc formatrices ; 

* elles procèdent par pesée et sont donc affectées d'une bonne précision par 
rapport à d’autres méthodes de dosage plus rapides mais souvent moins précises. 
Le but de cette manipulation est : 

* de présenter une technique fondamentale permettant fêta ion nage ou le con- 
trôle d'autres procédés de dosage des protéines, plus rapides ; 

■ de déterminer la teneur en protéines du sérum. 


TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

■ précipitations ; 

■ thermocoagulation ? 

■ pH et concentration saline ; 

• relargage ; 

* pesée à masse constante. 

Les consignes de sécurité relatives à l’utilisation et au stockage des solvants 
organiques sont à respecter scrupuleusement lors de cette manipulation, 


1. PRINCIPE 


Les protéines sont précipitées ou coagulées. Le précipité est lavé et déparasse de ses 
impuretés (sels minéraux, lipides, etc.) puis isolé par filtration, séché et pesé. 

La précipitation peut être réalisée à froid au a chaud : 

- à froid, on utilise des solvants organiques plus ou moins dénaturants ( alcool- acétone, 
méthylal mêthanot) pu des réactifs de défécation (acide trichloracétique. etc.) ; 

- à chaud, le pH et la concentration saline étant convenablement choisis, on opère en 
milieu aqueux simple ou additionné dé mêthanol ou d'éthanol. 

Le lavage est réalisé à 'eau, ce qui permet d' entraîner les sels minéraux. Les lipides 
sont dissous et éliminés par un solvant organique. 




La HH rat ion est lente. On peut opérer per centrifugation mais la séparation est souvent 
incomplète. 

Le séchage est facilité par un lavage préalable à l'alcool absolu puis à l'éther. Ces 
lavages déshydratent le précipité. On sèche à l'étuve à 100-105 °C jusqu'à poids con- 
stant. 


2. RÉACTIFS 


* Sérum à doser. 

* Rouge de méthyle. 

* Acide acétique au 1/10*. 

* Ethanol à 95 °GL. 

* Ethanol absolu. 

* Éther. 


3. MODE OPÉRATOIRE 




3,1, Dosage des protéines totales 


On précipite les protéines par thermocoagulation en roi lieu alcoolique, 

3.1.1* Fittfatiott 

Equilibrer deux filtres préalablement séchés 10 min à 100105 c 'û, 

3.1.2. Thermocoagulatian 

□ans un erlen de 50 cm ! , introduire : 

- 2 em d dé sérum ; 

- 2 gouttes de rouge de méthyle ; 

- de raclde acétique au 1/10^ jusqu'à un pH environ égal à 5- (Cette opération peut être 
suivie sur un témoin à l'aide de papier pH. ce qui permet de caractériser la couleur du 
muge de méthyle à pH 5.} 


y/nc 


Verser lentement et en agitant 20 cm 3 d' éthanol à 95 C GL. 

Adapter sur la fiole une canne de verre servant de réfrigérant à air. 

Plonger dans un bain-marie bouillant pendant 5 min. 

3.1.3. Lavage 

Disposer les filtres sur un entonnoir de Büehner, 

Verser lentement le mélange alcoolique bouillant su centre du filtre. 

Laver le précipité avec 60 à 80 cm 3 d'eau distillée bouillante. 

Rincer la fiole. Lorsque le lavage est terminé, te filtrat doit être limpide. 

Laver avec 20 cm 3 d'éthanol absolu bouillant (lentement et en le distribuant sur la tota- 
lité du précipité) . 

Laver avec 15 à 2fi cm- d'éther en opérant de façon identique. 

Laisser évaporer. 

3.1.4 . Séchage , Pesée 

Lorsque l'évaporation de l'éther est totalement achevée (ne pas évaporer l'éther dans 
un# étuve ; tris dangereux), introduire filtres et précipité dans l'étuve â 100-105 °C et 
sécher durant 1 h. 

Séparer les deux filtres : sur le filtre supérieur se trouve le précipité. La masse du filtre 
inférieur est déterminée et défalquée de la masse de l'ensemble filtre supérieur et préci- 
pité. La düfférence représente la masse du précipité de protéines. 

Répéter le chauffage à l 'étuve pendant des périodes de 30 à 60 min Jusqu'à poids con- 
stant. 

Soit m la masse ainsi pesée. 


4. RÉSULTATS 


Calculer la concentration en protéines totales p, évaluée en g/l de sérum : 


m x 1 OQQ 
p = — - — ï/i 
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La phofornêtrie en milieux troubles procède : 

* par opacimétrie ou turbidimètrie : méthodes d'estimation d'un troubla par 
mesura de la lumière transmise à travers le milieu analysé ; 

* par nëphélomëtrle : méthode d'estimation d'un trouble par mesure de la 
lumière diffusée pai le milieu analysé. 

L' opacimétrie et la turbidimètrie sont utilisées : 

* en agro-alimentaire, par exemple lors du contrôle de l'épuration des eaux, 
lors du contrôle des boissons (eaux de consommation. Jus de fruits, boissons 
fermentées) ; 

* en microbiologie lors de r étude de la croissance microbienne ? 

* en biochimie clinique pour le dosage des protéines (l'albumine urinaire par 
exemple). 

La néphélémétrie est actuellement utilisée pour le dosage de complexes anth 
corps-antigènes particulaires. 

Le but de cette manipulation est de déterminer la teneur en îons sulfates d'une 
eau de consommation. 


1. PRINCIPE 


Le soufre est un élément « majeur « qui se prête mal aux analyses physicochimiques 
actuelfes- 

II est présent sous des formes très diverses : sulfates, sulfites, sulfures, et soufre 
organique qui pose des problèmes lors de la minéralisation. 

Après oxydation complète, la teneur en soufre est déterminée par précipitation des ions 
sulfates formés, sous forme de sulfate de baryum. 

La mesure du précipité obtenu peut être réalisée, par gravimétrie, par conductimétrie, ou 
par opacimétrie=nêphèlüTnétrie, 
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Un spectrophotomètre qui élimine !a lumière diffusée peut être utilisé comme opaciinèïre, 

L'intensité du flux lumineux qui traverse Ig suspension de particules à doser est diminuée 
car une partie de la lumière a diffusé et se trouve déviée par rapport â l'axe du flux inc h 
déni. 

La baisse d'intensité est liée â la teneur des part feules en suspension. 

L'absorbance mesurée suit la loi de Eeer-Lambert, pour des suspensions peu concen- 
trées de particules de petite tari le. 

Les ions sulfates de l'eau à gng lyser sont précipités en présence de chlorure de baryum 
en excès ; 

SO4 " ■+ Bg ? *■ BaS0 4 

~T ' 

Le précipité ainsi obtenu est homogénéisé et l'absorbance mesurée au spectre photo- 
mètre est proportionne II le à la quantité d'ions sulfates présents. 


2. RÉACTIFS 


* Solution de pûfyvinyt-pyrroiidone ou de - Tween 20 - à 2b %. 

* So/ulwrt de chlorure de baryum stabilisée ; 

- chlorure de baryum ; 10 g ; 

- solution de * Tween 20 » : 20 cm 3 : 

- eau distillée qsp: 10-0 cm 

* Acide chlorhydrique au l/lO . 

* Sulfate de sodium pur pour analyses et anhydre ( masse molaire - 142,04 g. mol -1 ). 


Eau â analyser. 


3. FICHE TECHNIQUE 


3.1. Réaction de précipitation 

Dans un tube à essais, introduire successivement ; 

- eau à analyser, diluée au 1/20 : 39 cm 3 ; 

- acide chlorhydrique au 1/1Û : 1 cm^ ; 

- solution de chlorure de baryum stabilisée ; 5 cm 3 . 

Agiter 2 ou 3 fois énergiquement. Après 15 min de repos, agiter à nouveau et faire la leC’ 
ture au spectrophotomètre A la longueur d' oncle de 050 nm, 


3.2. Eta bassement de la courbe d'étalonnage 


3.2.1. Préparation do ta solution étalon 

Préparer par pesée U = 1ÛÜ cm 3 d'une solution à 1,775 g de sulfate de sodium anhydre 
par dm 3 . 


3,2.2. Préparation de ta gamme d'étalons 

A partir de la solution étalon précédente, préparer une gamme d’étalons contenant de 0 à 
1,2 mg d’ions sulfates (SO^ - ) par tube, 

Agiter 2 ou 3 fois énergiquement, Après 15 min de repos, agiter â nouveau et faire la lec- 
ture au spectrophotomètre, à la longueur d'onde de 650 nm, contre un témoin réactif. 


3.3. Questions 

Déterminer la teneur en sulfates exprimée en milligrammes d'ions 50^ ~ par dm 3 dreau à 
analyser. 

Données : Ma = 23 g.mpl ” 1 : S = 32 g.mol ” 1 ; O = 16 g, mol " 1 . 
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4. MODE OPÉRATOIRE 



4,1, Tableau de composition des tubes 

4.1.1, Préparation de ta solution étalon 

Peser : 

- Na 2 SO„ pur el anhydre : 0,1775 g : 

- eag distillée q s p : 100 cm\ 

4.1.2, Préparation de ta gamme d r étalons 

La solution étalon préparée par pesée a pour concentration molaire € = 0,0125 mol .dm - 3 . 
Elle renferme donc 1,2 mg d'tons sulfate par cm 3 . 

Il faut diluer cette solution étalon au 1/10 (0,12 mg d'ions 50j " ■ cm " 3 ) ou au 1/20 
{0,06 mg d'ions SO 1 ! *’Cm-3)( f al?t. 14. t). 


Tableau 14,1. 


N” tûtes 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

Dosage 

Süluiiûn âlalon dilués au l.'l 0 {cm 3 ) 

0 

2 

A 

fi 

S 

10 

- 

Ëau Mlstlliee (cm 5 ] 

39 

3? 

35 

53 

DU 

3l 

29 

- 

Solution éiatars diluée au 1(20 {cm 3 ) 

U 

4 

S 

12 

16 

20 

- 

Eau bidisîillée (cm 1 } 

39 

35 

31 

27 

23 

19 

- 

Eau à analyser diluée au 1/20 (cm 3 } 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

39 

HCl au U 10 {cm 3 ) 

1 

1 

1 

1 

t 

1 

1 

EkaCL fcm 3 ! 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

6 

SO| ” q m en mg 

Ù 

0,24 

0.4& 

0,72 

0,36 

1,2 

X 


4.2. Calculs 

Concentrai ion massique en mg d'ions SÛ{j "par dnV 


10 20 OCX) 
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L© but de cette manipulatinn est : 

* d'étudier la technique de chfomaiograpWe sur colonne (montage, précath 
tiens ex péri mentales, suivi d’élLtionj ; 

■ de caractériser le comportement d'un soluté ; 

• d'appliquer fa chromatographie de filtration sur gel {ou d'exclusion-diffusion] 
au dessalage d’une protéine obtenue par re largage. 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 


* gel ou tamis moléculaire ; 

* limite d’exclusion ; 

* affluant ; 

* volume d’à lut ion fou temps d'êlution) ; 

* volume mort ; 

* coefficient de distribution K D : 

* efficacité de la colonne expérimentale pour le nombre de plateaux théo- 
riques H ; 

* optimisation, 


1. PRINCIPE 


Le gel de 3s phase stationnaire est caractérisé par le diamètre de ses pores. Los très 
grosses molécules sont exclues et sortent en premier dans le volume mort v ü . Les plus 
petites molécules entrent dans les mailles du gel et se déplacent plus lentement ; à la 
limite, les très petites molécules diffusent librement et leur volume d'élutâon est égal 00 
volume total de la colonne v T . 

Le gel utilisé est du Sephadex G 25 dont la limite d'exclusion est de 5 000 Dallons. 

* Dans un premier temps, on suivra la séparât i an d'un mélange de bleu Dextran (masse 
molaire égale à 2.1Û 6 Daltons) totalement exclu et de vitamine B 13 {masse molaire 
1357} en recueillant i'effluant par fractions de volume identique. Les molécules étant col- 
orées, on suivra aisément leur élution, 

* Dans un deuxième temps, on analysera un mélange d'albumine et de sulfate d'ammo- 
nium, On suivra t'éiution do la protéine de masse molaire 65 ÛÛO Da, donc exclue, en 
mesurant l'absorbance à 2S0 nm des différentes fractions et l'élut ion des ions sulfate 
par opacimétrie. 






En présence de chlorure de baryum les ions SÛf forment un précipité blanc : 


[Ba 2+ +SÛ|- ► BaSOJ 

_ f 

h faible concentration, I'* absorbance * est proportionnelle à la concentration en sulfate, 

On pourra ainsi traduire l'élut ion des deux molécules par un diagramme, 

Si on étalonne (es spectre photomètres pour COS deux dosages, on pourra évaluer les 
pourcentages de récupération des deux molécules. 


2. PRODUITS ET MATÉRIEL 


2.1, Produits et solutions 


* Gel Sephades G ; , : . fine (fourni par Pharmacia) préalablement gonflé dans l'eau physi- 
ologique. 

* Mélange Cl) : 

- bleu Destran : 2 mg.cm - 3 ’ 

- vitamine B r , : 0,12 mg.cm _ï . 

* Mélange (2) : 

- sérum albumine : 2 g. dm " 3 ; 

- (NH^ SQj \ 50 g, dm ~ 3 . 

* Solutions pour étalonner le spectrophotomètre : 

- sérum albumine à 1 g. dm ~ 3 : 

- (NH fl ) 2 S0 a à3É-dm'3 : 

- BaCI 2 à 50 g. dm ~ 3 L 

* NaCI à 9 g. dm - 3 . 
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2.2, Matériel minimum peur réaliser une chromatographie 
liquide basse pression 

» Cologne en verre de 1 cm de diamètre, 25 cm de longueur munie d'un robinet, 

* Laine de verre. 

* Réservoir de phase mobiie, 

* Collecteur de fractions {sinon tubes à hémolyse -■ jaugés <■ à 1 et 1,5 ml). 

* Spectrophotomètre réglable à 280 nm et 650 nni 

* Cuves plastiques spéciales pour mesures en UV [fournisseur Kartell), 

2.3. Montage plus élaboré 

* Pompe péristaltique â débit constant et réglable, 

* Cotonne de chromatographie réglable avec accessoires. 

* Sy st è me d ' nject i on de I ’éc haut i 1 1 ors. 

* Système de détection et d'enregistrement en continu. 


3. MODE OPÉRATOIRE 


3.1. Conditions opératoires et précautions générales 
dans une expérience de chromatogaphie sur colonne 

3 . 1 . 1 . Choix et conditionnement du gel 

Dans cette manipulation, te choix est facile puisque la différence de masse molaire entre 
les deux molécules à séparer est importante. Le Sephâdéx G..,. combine une bonne rigid- 
ité et de bonnes caractéristiques de débit, Il est fourni sous forme sèche ; il est donc 
indispensable de faire gonfler les billes dé gel dans un excès de solvant sans agitation, 
pendant trois heures à température ambiante. Purs dëgazer lé gel sous vide pendant 
quelques minutes avant son utilisation {prévoir une fiole de garde). On peut également 
dégager le gel dans une cuve é ultrasons. 


J 
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3.1.2. Choix de fa colonne et remplissage par voie humide 


Les caractéristiques dé 3â colonne sont Importantes : 

- volume mort à la sortie minimum ; 

- taille : la résolution augmente proportionnellement à la racine carrée de la longueur et 
le diamètre dépend dé la quantité d'échantillon à analyser rugis reste de l'ordre du 1/15 
de la longueur. 

Pour le remplissage : 

- verser la suspension de gel bien homogène en une seule fois ; 

- s'assurer qu'aucune bulle crair n'est emprisonnée dans le volume mort sous le filtre : 

- attendre la décantation du gel ; 

- équilibrer Je gel avec la phase mobile ; 

- Éliminer l'excès de phase mobile et ne jamais laisser la colonne à sec. 

3.1. 3. Dépôt de l'échantillon à analyser 

* Choisir un faible volume d'échantillon { 1 à 5 % du volume total du gel). 

» Déposer délicatement l'échantillon on évitant toute perturbation à la surface du gel, 

* Ouvrir la colonne jusqu'à pénétration complète de l 'échantillon. 

* Eliminer par lavage avec un petit volume d'éluant les traces d'échantillon restant sur la 
paroi de la colonne, 

3.1.4 Choix de t'élmnt et mise en route de t'élut ion 

Dans ce type de chromatographie, la composition de l’ëluant ne modifie pas directement 
la résolution. On peut choisir une solution saline, un tampon ou de l'eau distillée. 

- Vérifier la pression de travail. 

- Ouvrir la colonne et commencer l'élution qui se fait par gravité- Régler le débit en 
manœuvrant le robinet. Une pompe pér stattique en permet un contrôlé plus régulier. 
Toujours choisir un débit faible (environ 1 cm 3 pour 4 minutes), 

- Recueillir des fractions d'égal volume, 

3.1.5. Analyse des substances é tuées 

ES le peut s'effectuer directement lorsque des mesures physiques sont réalisables ou 
après une réaction chimique de révélation. 

L'analyse peut être qualitative (apparition d’une couleur, d'un précipiiè H identification par 
CCM) ou quantitative si an travaille sur un volume d'éluant précis et si on se réfère à des 
solutions standards. 

3.1.5. Conservation du gel 

Le gel peut être utilisé de nombreuses fois à condition de lé protéger contre toute conta- 
mingtién microbienne. Conserver le Sephadex G 2Ü à l'état gonflé, en réfrigérateur, en pré- 
sence d'une solution à 2 g., dm " 3 en azide de sodium. 
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3,2. Montages 


Les montages sont à réaliser suivant deux possibilités : première possibilité C ftg. 15.1à\ 
et seconde possibilité ( lÿg. 15.1b), 


a, 


Mil ange i an a lyser 



C q l a n n a avec le pf 
de SephaifE-x 


Laina d» womÿ ratënarë le pl 

Robinet maintenant h 
débit vtiulu 

Tube de caoutchouc 


Citheur 




Collecteur de FractEons 
eus tûtes jaugés " 


b. 



FIS, îs.i. Montaf.es réalisantes «ter chrcmanograpiite sur colonne par gel nitration 


3.3. Conduite de la chromatographie 

3.3.1. Etude de quelques paramètres 

Manipulation 

Travailler avec 6 grammes de Sephadex o 35 fine gonflé dans l'eau physiologique dans 
une colonne de 25 cm de hauteur et 1 cm de diamètre. 

Déposer 0,5 cm 3 du mélange. 

Déclencher le collecteur de fractions et éventuellement l'enregistreur. 

Eluer avec de l'eau physiologique. 

Maintenir un débit de 0,3 cm 1 par minute. 

Recueillir l'effluent par fractions de 1.5 cm 3 . 

Observer la migration du bleu Dextran. 
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Repérer v i sue I lement ; 

- le volume d 'élut ion du bleu De* Iran* ; 

- le volume d'éluant contenant le bfëu Dextran : 

- la volume d'élution de la vitamine B L2 ; 

- le volume d’éluant contenant la vitamine b î2 . 


semps 



REMARQUES : 

* Si on dépose d'un détecteur en Contenu : 

- suivre t'élut ton à 280 nm ; 

- faire un enregistrement dm spectres d'absorption des deux molécules. 

• Si on ne dispose pas de détecteur, et en fonction du temps disponible, on pourra 
mesurer t absorbance cto s différentes fractions. 

3.3.2. Dessalage d'une solution de sérumalbumine 

Sur la même colonne : 

- déposer 0,5 çm s d’un mélange de sérumalbumine et de sulfate d 1 ammonium ; 

- établir une pression de tête de 25 cm de hauteur, maintenir le débit à 0.3 cm 3 min 1 
et recueillir des fractions de 1 cm 3 ; 

- mesurer l’ absorbance à 280 nm des fractions** ; 

- doser les ions sulfates sur 0,2 cm 3 de chaque fraction ; 

- mesurer la hauteur de gel dans la colonne : 

- récupérer le gel et le conserver ; 

- mesurer le volume v T de la colonne eh la remplissant avec de l'eau distillée jusqu'au 
niveau d'origine du gel. 


* La migration du bleu Duatriio permet d'évaluer fû quühlê du gtl : si la migration n'est pas s?t istai S^nte 
recommencer 'v remplissage, 

"• Un pourrait taire un dosage colon me toque lype Folio- Lowry sur 0.6 cm 3 Je Chaque fraction (vOi? 
thftpiirfi \2i. 
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3,3*3* Dosage opacitnétrique des ions sulfates 

* A partir de la solution mère de (NH 4 ) 3 S0 4 à 3 g. dm " 3 , réaliser trois solutions filles à 
0.3. 0.6 et 1,5 g. dm _ 

* Pi peter dans chaque cuve : 

- 0,2 cm 3 de chacune des solutions à analyser {solutions étalons, fractions éluées, 
mélange analysé dilué 50 fols) ; 

- 0,2 cm 3 rie BaCI 2 à 50 g, dm ~ 3 ; 

- 1,6 cm 3 d'eau déminéralisée. 

* Agiter et lire immédiatement * l'absorbance * â 650 nm. 

3*3,4, Dosage spe c troph o tomé t riq ue de l'album me 

Mesurer l'absorbance à 2B0 nm d'une solution étalon et du mélange analysé, 



4. EXPLOITATION DES RÉSULTATS 



4.1. Analyse qualitative 


4.1.1* A partir de la première expérience 


* Déterminer e v 0 de la colonne et le volume d 'élut ion v, de te vitamine B l2 . Le compa- 
rer avec le volume total v T> Conclure sur le comportement chromatographique de la vit a- 
mrrie B tï . 

volume d'éiuant contenant la substance 

* S» on appelle facteur de dilution le rapport : 


volume déposé 


le calculer pour le bleu De* Iran et pour la vitamine B 12 . Conclure. 

* Si on dispose d'un détecteur en continu ' 

- comparer l'allure des deux pics d’élution ; 

- pourquoi peut-on utiliser un détecteur réglé à 280 nm ? 


4.1*2, A partir de ta deuxième expérience 

* Tracer le profil d'èlution de 3 'albumine et des ions sulfate. Discuter fe résultat obtenu. 

* Déterminer les volumes d'èlution des deu* molécules et discuter les valeurs trouvées. 



* Calculer le facteur de dilution pour l'albumine. 

* Pour les ions sulfates, calculer les trois paramètres caractérisant le comportement 
d'un soluté et indépendants des caractéristiques géométriques de la colonne ! 


- volume d'élut ions relatifs 



et 



8» 


- coefficient de partage accessible K g( . * . 

v t - v o 

Peut-on calculer K D ? ( Rechercher éventuellement la documentation nécessaire.) 

* En utilisant le pic d 'élut ion de t 1 albumine., calculer le nombre de plateaux théoriques N 
per mètre. En déduire la hauteur équivalente d’un plateau théorique HEPT. 


On précise que pour un pic chromatographiqve gaussien ( f\g. 15.2.) N peut être calculé à 
partir de l'une des deux expressions suivantes : 


IM = 



ou N = 5.545 



? 



Fig. 19.2. Largeurs caractéristiques, d'ur» pic gaussien 


L 

Le HEPÎ a pour dimension une longueur : elle est égaie à — où L égale la longueur de la 
colonne. ^ 


4.2. Analys© quantitative 

• Présenter un tableau (comme îâbiêâu 15 J,), 

Tableau 15. I. 


Numéro des fractions 

f 

2 

3 

4 

Absorbance à 200 nm 

XXX de sulfata d'ammonium 






* Exprimer les concentrations du mélange Initial en g.dm ' 3 d'albumine et en g.dirr 3 de 

m â h so ,r 

* Calculer les pourcentages de récupération pour l'albumine et pour les ions sulfata. 
Commenter les résultats obtenus,. 

* Conclure sur l'optimisation possible de la manipulation d'après les critères suivants : 

- qualité de Sa séparation : 

- pourcentage de récupération ’ 

- dilution de l'albumine ; 

- durée de la manipulation. 


5. EXERCICES 


Exercice n° 1 : 

Quelles autres techniques de dessalage d'une solution- protéinique peut-on utiliser '? En 
discuter les avantages et les inconvénients. 

Exerdce n* 2 ; 

Sachant que te pouvoir de résolution R s est proportionnel è la racine carrée de la hauteur 
de gel. calculer la hauteur de gel minimale utilisante dans l'expérience de dessalage pour 
avoir un R g correct de 1.5, 

Exercice n® 3 : 

Rechercher dans un catalogue les modifications de gel qui ont élargi le domaine d'appli- 
cation de la technique. 
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Exercice n 5 4 ; 


Ut Misât i gu d'un gel pour la purification d'une protéine A à partir d'un mélange M de trois 
protéines A, B et C dont les masses molaires sont respectivement égaies à S.ID' 1 . b.lO A 
et ÎQ 5 D, Quel gel peut-on choisit ? Justifier la réponse. 

Données : courbes de sélectivité de gels SepUadex type G ( Fig. 15,3:1, 





Fig, 15*3. Courbes de sélectivité : Sephadex type ü (pour des protéines globulaires) 


Exercice n ç 5 : 

Que faite dans les cas suivants d'anomalie ; 

- craquelure dans le lit du gel ; 

- progression irrégulière de r échantillon dans le gel : 

- faible résolution : 

- absence d'écoulement. 


CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice n* 1 ■ 

- Dialyse et ultrafiltrationi. 

- Etude comparée. 
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Exercice n ù 2 : 



Soi - . R ^ lé résultat obtenu pour une hauteur de .gel L1 au cours du IP : 

f 1.5 2 

Lx = L 


^ } 


Exercice r° 3 : 


- Modification de la nature chimique du gel ; 

- Utilisation d'autres molécules de pontage ; 

- fixation de ligands variés ; 

ont permis d'augmenter la stabilité chimique, la stabilité thermique et d’élargir les 
domaines d'application. 


Exercice rr 4 : 

Gel 2 (volume d'élution très différent des volumes d'élution de B et C). 

Exercice n° 5 : 

+ Craquelure (prise d'air importante ou colonne violemment déplacée) : vérifier toutes les 
connections et reconcjit sonner la colonne. 

* Progression irrégulière de l'échânttiïon dans le gei : (colonne mal conditionnée) ; ^con- 
ditionner la colonne, en évitant une trop forte pression et améliorer la fluidité de la sus- 
pension de gel, 

* F&ibfe résotution : vérifier la courbe de sélectivité et éventuellement choisir un autre 
gel : voir si le volume d'échantillon n r est pas trop important : utiliser une colonne plus 
longue ; choisir on débit plus faible. 

* Absence d'ècouiement : vérifier que la valve de Sorbe n’est pas fermée î vérifier la 
pression à la pompe, s'assurer qu'il n'y a pas de fuites aux connections. 
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Le but la manipulation est ; 

* d'isoler les noyau* de cellules de foie de rat puis d'en extraire et purifier 
F ADN ; 

* de doser FADN obtenu par colorimétrie et par spectrophotomètrie en UV. 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

* centrifugation différentielle : 

* broyage ; 

* extraction ; 

* précipitation sélective ; 

* caractérisation spectrale. 


1. PRINCIPE 


Schéma résumant 8s manipulation : 


Foie de rai 


- broyage 

- ccntrWgualion 


FracHon nucléaire brûle ^Vcm 3 ) 

Sur 4 cm 3 

- eïtracticn 

- préceüaüions sélectives 
AON purilié (mg) 

reprise par 5 cm 3 de lançon 


y étape 

Dosage cdariirrétrique Caractérisation spectrale 



1 étape 


2 e étape 
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* Dans un premier temps, on détruit la structure cellulaire du tissu animal par broyage 
puis on isole les noyaux par centrifugation horizontale, 

* Dana un deuxième temps, on extrait et on purifie l 'ADN des noyaux par élimination suc* 
cessives des protéines associées, des lipides et de l'ARN. 

Les protéines sont dissociées de PADN à l’aide de détergent ^SDS) et de perchlorate de 
sodium. L’addition d'un solvant organique non miscible (chloroforme contenant un peu 
d" alcool isoamylique comme agent ami -moussant) permet d’éli miner les lipides et de 
coaguler Ses protéines. A pH S, 3, les acides nucléiques ; ADN et ARN sont extraits dans 
Sa phase aqueuse, Après séparation des phases, i 'ADN est précipité sélectivement par 
addition d'éthanol. 

* Dans un troisième temps, on analyse l'ADN purifié obtenu : 

- par dosage calorimétrique en utilisant la diphénylamine qui forme un complexe coloré 

en bleu avec le désoxyribose ; ^ 

- par étude spectrale en évaluant le rapport qui permet d'apprécier l'efficac- 
ité du procédé de purification. A iû0 nm 


2. PRODUITS ET MATÉRIEL 


* Rat. 

* Solution STE; 

- saccharose : 250 mmol.dm " 3 ; 

- EDTA : 1 mmor.dm " 3 ; 

- TriS-HCl : 5 mrnûl.dm " 3 pH 7,2. 

* T ampon TE : 

- tampon Tris ; 10 m mol, dm ~ 3 : 

- EDTA : 1 mmol-dm “ 3 pH 5.3. 

* SDS ; 250 g. dm- 3 , 

* NaOÛ 4 ; 5 mol. dm " a . 

* Mélange chloroforme, alcool isoamylique t24 : 1, v/v). 

* Ethanol 95 a . 
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* Solution standard d’ADN à 400 mg.çim " 3 (1Û0 mg d'ADN dans 255 cm, 3 d'acide 
trichloracétlque à S %). La solubilisation se fart à 90 *€) (Référence : DNA from Caif 
Thymus Sigma, D 1501,) 

* Acide triçhloracétique à 50 g, dm - 3 . 

* Réactif â la diphény lamine ; dissoudre 0,6 g de diphénytamine fraîche (ou recristallisée 
dans l'éther de pétrole) dans 60 cm 3 d'acide acétique glacial. Ajouter 1,75 cm 5 d’acide 
sulfurique concentré. 

* Centrifugeuse réfrigérée avec rotor pour centrifugation horizontale. 

* Tube à centrifuger en verre de forme conique. 

* Broyeur de Potter, 

* Bain-marie à 60 ‘■'C. 


3. PROTOCOLE 


3,1. Première étape : préparation de la fraction 
nucléaire brute 


- Anesthésie d'un rat (mis à jeun la veille). Le laisser saigner 1-2 min. 

- Prélever te foie, le peser, le couper en petits morceau* avec une paire de ciseau*. 

- Broyer au Potter (Potier de Thomas de 30 ml), 5 montées et descontes à 1 000 rpm 
en présence de STE (environ 10 ml par g de foie). 

- Centrifuger à 650 g 10 min, à 4 "C, si possible dans un rotor pour centrifugation hori- 
zontale, 

- Vider le surnageant. Remettre le culot en suspension à l'aide d’une baguette de verre, 
Dsluer avec 30 ml de STE et re-centrifuger à 600 g pendant 10 min. 

- Remettre en suspension au Potter (manuellement 1 à 2 montées et descentes) en 
présence de STE. Vol urne final de la fraction (environ 20 ml pour 1 foie) â noter Vcm \ 

le culot constitue la fraction nucléaire brute. Cette fraction est utilisée sans autre puri- 
fication pour l'extraction d'ADN. 



S. 2. Deuxième étape : extraction et purification de T ADN 


- Prélever 4 cm 3 de la préparation de noyaux et déposer cette prise dans un flacon de 
250 cm 5 (avec bouchon hermétique). 

- Ajouter 25 cm 3 dé tampon TE. 

- Ajouter 2 cm 1 de 5DS, 

- Bien mélanger. 

- Chauffer le mélange à 60 *C pendant 10 min. Agiter de temps à autre. 

- Ajouter NaCIQ 4 à 5 mol, dm 3 en quantité telle que la concentration finale soit environ 
1 mol. dm " 3 (6cm 3 pour 25 cm ' au départ). 

- Ajouter 1 volume de chloroforme + alcool isoamyiique (24 ; 1. v/v}. Fermer le flacon 
avec le bouchon et agiter le mélange énergiquement à la main pendant environ 5 min. 

- Séparer les phases en centrifugeant à 1 ÜQO g pendant 5 min à température ambiante. 
(Utiliser un (ou des) tube(s) à centrifuger en verre ou autre matériau résistant au chloro- 
forme) , 

N B t équifibrer les pots avant la centrifugation. 

- Prélever soigneusement la phase aqueuse (phase supérieure). Transvaser ce Ne-ci dans 
le tube à centrifuger propre. Eviter de prélever les protéines coagulées à l'interface. Rë- 
ex traire une nouvelle fois la phase aqueuse avec 1 volume de chloroforme +■ alcool iso> 
amaylique (24 : 1, v/v). 

- Pendant la centrifugation, passer une baguette de verre à la flamme pour éliminer les 
nucléases. La poser dans un récipient propre (bêcher de 25Û cm 3 ). Ne pas toucher, I "ex- 
trémité de la baguette avec les doigts ; PAON étant très sensible à l'action des DNases, 

- Prélever la phase aqueuse. Transvaser celle-ci dans une éprouvette de 50 cm \ [Eviter 
de prélever les protéines coagulées à l’interface.) Après avoir noté le volume, transvaser 
la phase aqueuse dans le bêcher de 250 cm 3 . 

- Ajouter lentement 2 volumes d’éthanol â 95 n C froid (-20 a C) tout en agitant avec la 
baguette de verre (en tournant toujours dans la même sens). l'AQN précipite sous forme 
de filaments qui s'enroulent autour de la baguette dé verre. Eliminer au maximum l'étha- 
nol on pressant fa baguette contre la paroi du récipient. Eponger soigneusement avec un 
morceau de papier Joseph, 

- Déposer le produit récupéré dans une capsulé prëablçment pesée (balance de préci- 
sion). Sécher le précipité en le laissant dans un des&icateur. 

- Peser le résidu après séchage (balance dç précision, soit mg) . 

- Dissoudre TADN obtenu dans 5 cm 3 de tampon TE. La solubilisation est lente ; ne pas 
chauffer. 

- Eventuellement, congeler une partie de cette solution plus en faire ultérieurement 
l'analyse électrophorétique. 
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REMARQUES ; 


* La basse température de l’éthanol est indispensable (te placer au préalable au congé- 
lateur). 

* Peur gagner du temps on p^gr travailler en binôme, l'un fait ta gravimétrie sur son 
essai et pèse jusqu’à masse constante alors que S 'autre dissout EADN obtenu non sec 
dans 5 cm 3 de tampon TE sans faire de pesée. 

* L’A ON étant très sensible à l'action des DNases omniprésentes, U faut veiller à la pro- 
preté rigoureuse de la verrerie et si possible travailler en atmosphère stérile (hotte $ flux 
laminaire ou Dec Bunsen). 


3.3. Troisième étape : analyse de la solution d'ADN 
3.3.1. Dosage de {'ADN par colorimétrie 

Préparer une série de 7 tubes â essais, comme indiqué dams le tableau 16.1. 


Tableau 16. L 


Tube 

AON standard 
(ug) 

Extrait 

(cm- 1 } 

TCA 

> fa**) 

ftéacf,ir ( nphényiamlrw 
(cm } ) 

Blanc 

0 

Ù 

2,00 

4,00 

1 

200 

Q 

1.50 

4,00 

2 

400 

0 


4,00 

3 

600 

0 

0.50 

4,00 

4 

Bffl 

0 

0 

4,00 

Extrait 

0 

0,50 

1.50 

4,00 


0 

1,00 

1.00 

4,00 


N B : bien agiter les tubes, les boucher avec du papier aluminium et les mettre au bain- 
marie bon il lam! pendant 10 min, Les refrordir rapidement. Lire l'absorbance â 600 nm, 

3.3.2. Caractérisation spectrale 

- Diluer 2 fois la solution d'ADN dans le tampon TE. 

- Enregistrer le spectre UV entre 230 et 320 nm. 

- Noter ies valeurs d'absorbance à 260 et 280 nm, 
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4.1. Détermination de la masse 


Indiquer la masse m en grammes d'ADN sec obtenu à partir de 4 cm 3 de la préparation 
de noyaux, Rapporter le résultat en volume d'extrait : 

m k V 

M = — - — grammes 


4.2. Dosage col o ri met ri que de l*ADN 

- A partir de la courbe d'étalonnage, exprimer la quantité x pg d'ADN par cm 3 d'ex Irait. 

- Rapporter le résultat à la masse d'ADN purifié, soit x x S. 10 ~ a , mg.g - Commenter 
le résultat, 

4.3. Etude s pectro photométrique 

- A partir dte l'absorbance à 260 nm, calculer fa concentration de l'extrait d'ADN. On pré- 
cise que le coefficient d'absorption E ' bü s 20 dm ' cm ' Vg ~ Comparer ce résultat avec 
celui obtenu par colorimétrie. 

^260 nm 

- Exprimer le rapport — — 

%HÛ nm 

Quelle indication supplémentaire donne ce rapport ? (Habituellement, ce rapport est 
compris entre 1,65 et 1,85.1 


1 




5. EXERCICES 


Exercice n c % i 

Pourquoi l'association SDS-perohlorate de sodium favori se-hel le l'extraction de l’ADN ? 


Exercice rT 2 : 

Comment évolue le rapport 


’l-ü ' ,' mi 

^2SÛ fini 


d^un A Dm de cellule eucaryote ? 


au cours des differentes étapes do purification 


Exercice rT 3 : 

L r ADN extrait peut être caractérisé par son - point de fusion Proposer une méthode de 
détermination de ce - point de fusion ». Quel renseignement ce résultat donnerait-il ? 


CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice n D 1 : 

Dissociation des associations nue léoprotéi niques et précipitations des protéines, ce qui 
facilite l'extraction de l'ADN. 

Exercice rT 2 : 

Augmentation- 

Exercice n' 3 : 

- Placer une solution d'ADN dans la cuve d'un spectrophotomètre possédant un bloc 
thermostatique et enregistrer les variations d'absorbance à 260 nrn en chauffant Jusqu'à 
90 ’C environ. 

- Permet de déterminer le pourcentage dé G-C et éventuellement de vérifier si J 'ADN util- 
isé est sous forme native. 
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Le but de cette manipulation est : 

• de dégager les différents temps d'une analyse électrophorétique ; 

• tf utiliser différents supports en fonction du problème analytique posé ; 

• d'appliquer cette technique à des molécules biologiques diverses : acides 
aminés, protéines, acides nucléiques. 

Ces techniques trouvent leur place dans des manipulations plus complexes 
comme le suivi d'une purtflcation de protéines (notamment d'enzyme) ou des 
manipulations touchant le génie génétique. 


m TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 


* mobilité électrophorétique ; 

* électrophorèse de zone ; 

* acétate de cellulose ; 

* gel d'agarose ; 

» tampon ; 

* püi; 

* ADN et enzymes de teslifietio# ; 

* carte de restriction. 


1. PRINCIPE 


L'électrophorèse est une technique analytique basée sur le migration différentielle de 
molécules ionisées soumises É un champ électrique continu, dans un milieu êlectroly- 
tique tamponné, de pH et de force ionique précise. 

*■ Dans une première manipulation, on sépare des parties molécules amptiotères sur un 
support simple comme le papier Whatman (acides aminés d'un jus de fruit par exemple) ^ 
la migration se fera en fonction du pHi des molécules. 

* Dans une deuxième manipulation, on se propose de séparer des protéines, soit des 
macromoléc u/es ampbotè res, Pour éviter les phénomènes d'adsorption, donc dès 
traînées, pour rendre ie fond transparent et pour diminuer le temps d'analyse, on utilise 
l'acétate de cellulose comme support, La bande transparisêe et séchée peut se prêter à 
une analyse densitométrique. Le critère essentiel de migration est le pHi des molécules, 


* Dans une troisième manipulai ion, on utilisera davantage les propriétés du Support. 
L'emploi d'un gel Introduira le phénomène de tamisage des macromolécutes. Les acides 
nucléiques, toujours chargés négativement et de même densité de charge, migrent vers 
l'anode et si Sa concentration du gel est judicieusement choisie, la distance de migration 
est inversement proportionnelle au logarithme de la masse molaire. 

Cette technique peut être appliquée à rétablissement de cartes de restriction sur diffé- 
rents ADN. 

Dans tous les cas, les différents temps de la manipulation sont identiques et peuvent 
être résumés dans la figure 1 7.1. 
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2. RÉACTIFS ET MATÉRIEL 



* Générateur de courant stabilisé. 

* Cuve à électrophorèse avec chevalet. 


Applicateur simple. 



2.1. Manipulation (1} 


* Bandes de papier Whatman n° 1. 

* Pulvérisateur. 

* Tampon pH 6,1 obtenu en mélangeant 15 cm 3 d'une solution de Na ? HPQ 4 à 1/15 
mol. dm avec 85 cm 3 d' une solution de KH^PO^ à 1/15 mol. dm - 3 , 

* Filtrat de jus de fruit (citron, orange). 

* Mélange témoin d'acides aminés : acide aspartique + Proline + Arginine à 2 g,dm -3 
pour chaque acide aminé. 

* Solution de révélation : ninhydrine à 2 g.dm " 3 dans le htrtanql. A conserver au réfrigé- 
rateur. 


2.2. Manipulation (2} 

* Bandes d'acétate de cellulose 17 x 2,5 cm (par exemple Cellogel fourni par Sebia), 

* Tampon Véronal-Tris pH 9,2 à 0,04 mol.dm " 3 (p = 0,05) ; 10,30 g de véronal sodique 
+ 1,84 g de véronal acide + 7,20 g de Tris pour % dm 3 . 

* Solution de lavage : acide acétique à 5 %. 

* Solution de transparisation à préparer Extemporané ment : SS cm 3 de mëtharql -+ 
15 cm 3 d'acide acétique + 0,5 cm 3 de glycéroL 

* Colorant : rouge ponceau à 5 g.dm ~ :i d'acide trichloracétique à 5 %. 

* Appareil pour densimêtrie. 

* Échantillon : sérum bovin ou humain, éluat de chromatographie au cours d'une purifica- 
tion de protéine, extrait de viande, hémoglobine... 

2.3. Manipulation (3) 


* Tampon Tris-Borato-EDTA : TBE 

- Tris 90 mmol/L ; 10,9 g ; 

- acide borique 90 mmol/L : 5,56 g ; 

- EDTA 2 mmol/L : 0.74 g ; 

- ajuster à pH = 8.3 

- eau distillée q s p : 1 dm 4 , 

* Agarose très pur en flacon pour pesée, 

* Bromure ü'étftidium à 5 mg/mL ; dangereux . Pipelet avec Eppendorf et gants. 

* Solution do charge agarose : 

- urée 4 mol/ L ; 2,4 g : 

- saccharose 40 % ; 4 g : 



- EDTA 50 mmol/L : 0,186 g ; 

- bleu de broinophénol : 0,01 g ; 

- H qO stérile q s p : 10 rnl. 

* Eau stérile. 

* Tampon EcoR y 

* Enzyme de restriction ëcofi . : il esi pratique d'utiliser l'enzyme et le tampon commer- 
cialisés par le même fournisseur, Les produits commercialisés par Bæhringer Manheim 
donnent toute satisfaction : 

- tampon : Rtifa Tampon H Bcehrmger ; 

- enzyme EcoR. réf, : 7Û3737 Bœhringer ; 

- incubation à 37 °C, 

On conseille d'utiliser 10 U d’enzyme par pg d'ADN. Les volumes seront délivrés à l'aide 
d’une micropipette à cônes cristal. 

* fTnzyrne de restriction Hind 3 : mêmes remarques que pour l'enzyme EcoR t . Exemples : 

- tampon : réf. Sœhringer tampon 0 ; 

- enzyme Hind )II réf. : 656313 Bcehringer ; 

- incubation à 37 B €, 

On conseille d'utiliser 10 U d’enzyme par pg d'ADN. Les volumes seront délivrés à l’aide 
d'une micropipette à cônes cristal. 

* Substrat : ADN de pliage Lambda. Isolé à partir de E.coli. W. 3110. 

« Apparie// à gel horizontal. 

* lampe UV. 


3. PROTOCOLE 


3.1. Première manipulation : séparation d'acides aminés 
par électrophorèse sur papier 

3.1.1. Préparation de la cuve 

* Remplir chaque compartiment d'un même volume de tampon. Bien essuyer la partie 
centrale de séparation pour éviter les court-circuits. 

Copyrights 



3,1,2. Préparation des bandes de papier 

* Mise en place et dépôt de l 'échantillon à analyser, 

* Découper une bande de papier Whgtman de 3 cm de largeur et de longueur adaptée à 
l'appareil. Eviter les traces de doigts, 

* Identifier «a ligne do dépôt, et la polarité à l’aide d’un crayon graphite : 


© 1 

© 

1 

( Nom 


+ Imprégner la bande dans fe tampon. 

* L'essorer rapidement avec une feuille de papier Joseph, 

* L'installer sur le chevalet en vérifiant la polarité, 

* Déposer 2 pl de la solution d'acides aminés à l'aide d'un applicateur en respectant le 
centrage du dépôt. On pourra faire deux dépôts ; l'un avec le mélange témoin, l'autre 
avec Je filtrat de jus de fruit analysé. 

* Retendre les bandes avec précaution sans les déchirer. 

3.1.3. Migration 

* Introduire le chevalet dans la cuve, 

* Relier la cuve au générateur. 

* RëglEr la tension â environ Î5Ü Volts. Vérifier l'intensité du courant. (Un courant trop 
important provoquerait un échauffemenl préjudiciable,) 

* Laisser migrer environ 1 heure cuve fermée. 

■ En fin de migration, arrêter Se générateur et déconnecter la cuve, 

3 . 1 . 4 , Révélation 

* Sécher la bande avec un thermo ventilateur. 

* Faire une légère pulvérisation de ninhydrine et sécher à l'étuve à 100 "C. 


3,2, Deuxième manipulation ; séparation do protéines 
sur acétate de cellulose 


Les détails du protocole expérimental seront â adapter au matériel, â la marqua des ban- 
des et au problème analytique posé. Dans la plupart des cas. les protéines seront 
placées en milieu basique et acquerront ainsi une charge globale négative qui lés feront 
migrer de ia cathode vers l'anode. 


3.2.1. Préparation des bandes 


Déposer les bandes sur une feuille de papier Joseph. Marquer ces bandes, sur S' une de 
leurs extrémités qui sera le coté cathodique. 

Lorsque les bandes présentent «ne face brillante et une face mate, c'est sur cette 
dernière que sera effectué le dépôt 

Chaque bande est ensuite imprégnée de solution tampon. Ce tampon a un pH égal à 8,6 
et une force ionique de Û.Û5, Sa composition est variable mais il contient souvent du 
véronal acide (acide diéthylbaifciturique) et du véronal sodique. 

Les bandes sont déposées à plat à le surface du tampon qui les imprègne progressive^ 
ment par capillarité, ce qui permet de ne pas emprisonner de bulles d'air dans l'épais- 
seur de ces bandes. Dés qu'elles sont suffisamment imbibées de tampon, leur couleur 
passe au gris léger ; on peut alors les Immerger à l'aide d'une baguette. S 1 ; des bulles y 
sont emprisonnées, elles forment des taches blanches : de telles bandes doivent être 
éliminées à moins que les bulles ne soient rares et petites, et disposées en dehors du 
parcours de la migration. Laisser les bandes immergées pendant au moins 15 min (il n h y 
a pas de délai maximal pour l’immersion des bandes). 

Manipuler tes bandes avec précaution, en utilisant des pinces de préférence. 


3.2.2. Mise en place des bandes 

L'essorage et la mise en piace des bandes doivent être conduits rapidement car il ne faut 
pas sécher exagérément les bandes (essorage avec du papier Joseph qui se mouille rapi- 
dement sans éponger totalement le tampon des bandes). 

Extraire les bandes du tampon où elles étaient immergées et les déposer sur le papier 
Joseph. Les presser régulièrement avec une autre feuille de papier Joseph, puas ses 
placer sur leur support (chevalet), face mate vers le haut et repères du même côté. Les 
tendre suffisamment et veiller à ce que leurs extrémités soient bien appliquées contre le 
support. 

3.2.3. Dépôt du sérum 

Le dépôt est effectué è 2 cm du côté cathodique et à 4 mm des bords de la bande (pour 
éviter les effets de bord) lorsqu'il s'agit d'une bande de 2,5 cm de large. 

Le dépôt peut être réalisé : 

- soit à l'aide d'une micropipette par un mouvement de va-et-vient régulier (facilité en 
s'appuyant sur une règle posée en travers de la cuve). Le volume de la solution à 
déposer dépend de sa concentration, Pour le sérum, on dépose généralement 2 pi, Si la 
solution protéique est diluée, recommencer plusieurs fois le dépôt ; 

- soit à l'aide d'un applicateur. 

Introduire le chevalet dans la cuve et fermer celle- ci. 
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3.2.4 . Migration 

Connecter Ha cuve à l'alimentation stabilisée (le dépôt doit se trouver du côté 
cathodique). Régler la tension par exemple à 150 V et laisser migrer durant environ 2 h 
(eu 190 V pendant 1 h 30). 

3.2.5. Fixation , coloration et transparlsation 

Les modes opératoires en sont nombreux et variés. 

La fixation peut être réalisée par chauffage ou à l'aide d'un réactif dénaturant comme 
l'acide trie h lorac étique, ta coloration ne doit s'exercer que sur les protéines et de la 
même façon quelle que sait la protéine (afin qu'il y ait proportionnalité entre les inters 
si tés de coloration et les concentrai Ions protéiques). 

Le colorant ne doit pas être élué par les lavages successifs. Les colorants les plus utili- 
sés sont : le vert de lissamine. le noir amide ou amidoschwartz, te rouge ponceau S h etc. 

Modo opératoire proposé ; 

» Sécher légèrement la bande. 

* La colorer pendant 5 min dans un bam de rouge ponceau, face absorbante de la bande 
contre le colorant. 

■ Décolorer par 4 passages successifs dans une solution d’acide acétique à 5 % en 
renouvelant les bains. 

* Immerger dans la solution de transparisation préparées extemporanément 3 à 5 min. 

* Étendre la bande sur une plaque de verre très propre. A l’aide d'un agitateur, éliminer 
les bulles d'air, 

* Placer quelques minutes à l'étuve à 60 *0, 

* Laisser refroidir et détacher la bande. 

3.2.6 . Analyse densitométrique de l'électrophorégramme 

* Utiliser sf possible un densitomëtre automatisé à lecture directe des pourcentages 
d'aire des différents pics. Conserver l'enregistrement. 

* SI l'on souhaite un résultat en pourcentage massique, il est nécessaire de réaliser un 
dosage de protéines sur la solution analysée (voir chapitre 11). 


3.3. Troisième manipulation : étude d'un ADN d'Eucaryote 


On pourra utiliser l'ADN extrait (voir chapitre 15). 

Pour des raisons matérielles, il n'est pas souvent possible rte travailler stérilement dans 
la salle de travaux pratiques. Il est néanmoins nécessaire de travailler avec soin et atten- 
tion. Les volumes à utiliser sont de l'ordre de quelques un le roi lires et par conséquent déli- 
cats à contrôler. 
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3 . 3 . 1 , Digestion préalable des ADN par une enzyme 
de restriction EcoR 1 

L'absence d'un des constituants du milieu réactionnel empêchera la coupure enzymatique. 

Les produits d 'hydrolyse de l'ADN du phqge serviront de marqueurs. 

* Numéroter 4 tubes Eppendorf de 1 â 4 et introduire successivement dans ces quatre 
tubes les volumes en micro litres indiqués dans le tableau 17 A, 

Tableau 17-1, 


Tu tes n~ 

t 

2 

3 

4 

ADN 

3 

1 

- 

- 

ADN d'Eucaryote 

- 

- 

S 

5 

Tampon EcoR, 

2 

- 

2 

- 

EcofL, 

1 

- 

1 

- 

M/J 

14 

19 

T.2 

15 

Volume linal 

20 

20 

20 

20 


* Mélanger en secouant le tube puis bien veiller à faire descendre tout le bquide au fond 
du tube. 

■ Conserver au froid les tubes 2 et: 4. 

* Incuber les tubes 1 et 3 à 37 *C pendant 1 heure en les plaçant sur un flotteur en 
polystyrène. 


3 . 3 . 2 . Analyse des fragments de restriction par électrophorèse 
en gel d'agarose 

Appareillage 

Les détails sur le mode opératoire seront â adapter au type d'appareillage.. 

L'électrophorèse est réalisée sur un appareil à gel horizontal sous immersion : disposer 
les peignes qui formeront les logettes de dépôt, 


Le tampon d'électrophorèse TBE {tris, borate, EDTA) 

Il présente l'avantage de posséder un pouvoir tampon très élevé, ce qui garantit le main- 
tien du pH durant toute l'électrophorèse. 

TBE : 

- tris ;; 90 mmol/l ; 

- acide borique : 90 mmol/l ; 

- EDTA : 2 mmol/l ; 

- pH : 8,3., 
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Préparation du gel d'agarose{ 1 gel pour 3 binômes) 

* Dans un erlen de 2S0 cm 3 : 

- introduire : 1,2 g d’agarôse (0,8 % final) ; 15Û cm i de TBE x 1 ; 1 barreau aimanté ; 

- porter à ébullition sous agitation ; 

- laisser refroidir dans un bain-marie à 45 ”C et ajouter lô pi de BÉT (Bromure d'éthid- 
ium, 5 mg/cm 3 ) pour obtenir une concentration finale en BET de 0,5 pg/cnn 3 . 

Attention, le BET est un agent mutagène, il commit donc d'éviter tout contact direct avec 
la peau ! 

* Couler le gel et laisser refroidar pendant 30 min. 

* Enlever délicatement les deux peignes et les rubans adhésifs. 

* Remplir tes cuves de l’appareil avec environ 1,5 litre de TBE contenant du BET (concen- 
tration finale 0,5 uÊ/em 3 }, Recouvrir le gel ete 1 à 2 mm de tampon. L'agarose, n'ayant 
pas une plus grande résistance que le tampon, conduira ta majorité du courant élec- 
trique. 

Préparation des échantillons 

A la fin de l'incubation, ajouter à chaque éehantiüon 5 pL d'une solution d'urée 
4 mol/dm 3 . EDTA 50 mmql/dm 3 , saccharose 40 %, bleu de bromophénof Q,l%. 

Dépôt des échantillons 

Le dépôt des échantillons dans les logettes du gel se fait à s'aide d'une pipette automa- 
tique. 

Introduire l'extrémité du cône dans la loge!, te et délivrer doucement l'échantillon. Le sac- 
charose ajouté en fin d'incubation lui confère une densité plus grande que celle du tam- 
pon d “électrophorèse. Le bleu de bromophénol permet de visualiser le dépôt puis la 
migration électrophorétique. 

Migration électrophorétique 

Déterminer la polarité du champ électrique et relier I “appareil à électrophorèse aux bornes 
du générateur. Afficher l heure et 300 volts. 

3.3-3. Observation des résultats 

La présence de BEI dans lé gel et dans le tampon permet de suivre La séparation des 
fragments d'ADN. Le BEI colore l'ADN par intercalation. Sous irradiation ultraviolette, 
('ADN coloré fluore-sce dans le visible. Pour observer les résultats, placer f appareil à élec- 
trophorèse dans la boite à irradiation, brancher la lampe UV. Les ultraviolets de courtes 
longueurs d‘ondé sont dangereux pour les yeux, ne pas observer sans protection {utiliser 
une visière de protection). 

Photographier le gel si possible. 
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4 . ANALYSE DES RESULTATS 


H 


4.1. Séparation d'acides aminés 

1) Analyser les résultats Olsten us avec le mélange témoin et identifier les bandes d’après 
la position, la couleur et le pHi des acides aminés. 

2} Cette expérience permet elle d’identifier les acides am-nés du jus, de fruit étudiés ? 
Faine une analyse critique et comparer les résultats avec ceux obtenus par chromatogra- 
phie sur couche mince. 

4.2. Analyse d’une fraction protéique 

Suivant le thème de la manipulation ; 

- repérer et identifier les différentes fractions ; analyser les pourcentages obtenus, S'il 
s’agit d'un sérum humain, conclure s'il peut être considéré comme pathologique : 

- conclure sur la pureté de la fraction étudiée (voir chapitre 30). 


4.3. Electrophorèse d'ADN ou fie fragments d'ADN 
sur gel d’agarose 


1) Observer et schématiser la ptaque de gel révélée ou la photographie. 

2) Analyser les résultats obtenus avec les témoins. 

3) Interpréter les résultats obtenus avec l'AON d'Eucaryote digéré par EcoR. . A partir du 
profil de restriction obtenu avec le pliage ( f\g, 17,2,} , trouver la droite d'étalonnage du 
gel. En déduire une estimation de la taille des fragments. 

Données : nombre de pa-res de base (pb) des fragments de digestion du phage par 
EcqR ;L . 


. 21226 , 4 878 5 643 7 421 .5 804 .3 530 

Paire de I I I I I I 


Fig. 1Ï.S. Oarte de restriction de l'AON do Lambda SD trop!. 



S. EXERCICES 


Exercice n* 1 ; 

Discuter les profils électrophorétiques obtenus à partir de sérum de malade {flg. 17.3.). 
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Fig, 17,3, 

Exercice n ù 2 i 

Proposer une méthode de révélation spécifique des isoenzymes de la LDH après sépa- 
ration électrophorétique. 


Exercice n ù 3 : 

L'électrophorèse de protéines peut se faire sur gel de polyacryiamlde en présence de 
dodéc y l sulfate de sodium (SDS) : préciser le principe de cette séparation et en discuter 
les avantages et les inconvën enta. 


Exercice n“ 4 : 

Quels sont les principaux facteurs intervenant en électrophorèse sur gel d'agarose ? 

Exercice n 5 -5 î 

L'électrophorèse capillaire : 

- définition ; 

- facteur influençant La mobilité d'un soluté, 


CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice n* 1 ; 

- Profil caractéristique d'une hypogamma globulinémie. 

- P rofi I caractéri stlq ue d ’u ne g ammapat hle monoc I o na le . 


Exercice n° 2 : 


- Incubation en présence de lactate, MAD + et de métasulfite de phénazine fFMSh 

- Réoxydation du PMSH2, par un sel de tétrazolium qui est réduit en un dérivé insoluble 


et violet. 


Lactate 


\/' N " r v 

LDH--* ) ) / 

pyruvaîc u "* nadh, h:--- V 


PMBH 


RJ3 



Sel de lélrazonum 


dérive réduit vialet 


Exercice n 0, 3 : 

Avantages : 

- bon pouvoir de résolution ; 

- sensibilité : 

- rapidité dé mise en couvre ; 

- choix des conditions expérimentales t mailles du gel) ; 

- application possible à la détermination de masse molaire et à l'étude des sous'unitës ; 

- couplage possible avec un transfert (Westernblot), 

- analyse de protéines sous forme dénaturée ; 

- dissociation des chaînes : 

- utilisation possible uniquement en technique analytique. 

Exercice n" 4 : 

La migration d'un acide nucléique sur gel d'agarose dépend ; 

- de la maille du gel par rapport à lia taille de la molécule ; 

- de la conformation de la molécule ; 

- de la tension du courant ; 

- de la température. 

La migration d'une protéine dépend : 

- de la charge ; 

- de la tension du courant ; 

- des forces d'électroendosmose. 

Exercise rT 5 ; 

Facteurs, importants en électrophorèse capillaire : 

- charge ; 

- volume hydrodynamique ; 

- électroeridosmose* le flux électroosmotique dépend du pH et du potentiel. 
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CHAPITRE 


ÉTUDE CINÉTIQUE DE L'HYDROLYSE 

DU SACCHAROSE 
PAR LA g-FRUCTOSIDASE 
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Le but de cette manipulation est île décrire une technique coiorimétnque de 
mesure de l'apparition du produit formé en fonction du temps, affln do visualiser 
la cinétique de la réaction. 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

* enzyme ; 

* vitesse de réaction ; 

* ordre de réaction ; 

* hydrolyse ; 

* liaison œt 6 osidlques ; 

* diholoside ; 

* cinétique ; 

* substrat, tampon, produit de réaction. 


La S-fruetesédase es* une hydrolase, extraite de la Levure Saccharomyces, capable (te 
scinder les liaisons 6 fructofurgnnosiques (EC 3.2.1.26). 

Elle catalyse la transformation du saccharose, diholoside non réducteur dextrogyre en un 
mélange équi moléculaire de glucose et die fructose, lévogyre, également nommé sucre 
inverti. Cette propriété justifie le nom d‘ invert ase que l'on donne parfois à la S-fructosi- 
dase. 

La réaction catalysée est : 



saocha rase {subsir al) produits =. sucre inverti 



^^■nniueui'TuiL'viiwiivMn 


1 PRINCIPE 


1.1. La vitesse initiale de la réaction 

La formation du produit en fonction du temps donne pour toute réaction chimique 
déclenchée par rapport des différents réactifs, une courbe comme celle de la figure 18.1. 



Fig. l&.l, Court*: | F] = fui 


La vitesse de la reaction au temps t correspond à la pente de la courbe en ce point, 

La vitesse peut être constante en début de réaction ; mais ensuite, eu fur et à mesure 
que ia réaction avance, la vitesse décroît on même temps que la concentration des réact- 
ifs, pour finalement devenir nulle. C'est la fin de la réaction : tous les réactifs ont été 
transformés en produits (réaction totale) ou, ce qui est le cas le plus fréquent, la réaction 
a atteint un équilibre (égalité dos vitesses dans les deux sens). 

La vitesse initiale (Vil est la vitesse de la réaction au temps t = 0- Elle peut être déter- 
minée graphiquement en traçant une tangente à la courbe : 

[Pat-ÏPj MPI 
V < “ 


[Le terme de * concentration » est couramment utilisé à la place dé celui d H * activité 
pour des concentrations faibles en réactifs). 



Dans les conditions de Vi (vitesse initiale au temps t = 0}> il n'y a pas (ou très peu) de 
produits formés et donc lo réaction en sens inverse n ' intervient pas, 

La vitesse initiale dépend des concentrations initiales en réactifs (fig. 18.2.) . 

Soit une réaction : A + B — * G +■ D 
avec à t = 0 [A 0 ] + [B e j 

Si [B 0 ] » [A 0 J de sorte que [Bq] reste constant : 

- la vitesse initiale sera d’ordre 0 si Vi = k - |À 0 ]° - [BJ 0 - k (k - constante de vitesse) : 

- la vitesse initiale sera d’ordre 1 si Vi = k ’ f A 0 ] 1 ■ [B 0 J° = k ■ [A 0 ] ; 

- la vitesse initiale sera d’ordre 2 si V = k (A ü j 2 - (B 0 ]° = k [À ü ] 2 . 



Fig. U.?, ordres ne réaction pour vr en fonction de le concentration initiale en réactifs 


La vitesse de l'hydrolyse acide du saccharose est proportionnelle à ia concentration en 
saccharose,, pour une concentration élevée et constante en acide : la réaction chimique 
est d'ordre 1 par rapport au saccharose, 

En présence de B-fructosidase (ou in vert ose), les résultats expérimentaux montrent que 
la réaction d'hydrolyse enzymatique du saccharose est ’ 

- d'ordre 1 pour les faibles concentrations en saccharose (Vi = k [saccharose] 1|tia|e ) ; 

- d'ordre 0 pour des concentrations plus fortes en substrat. 

La cog ripe Vi = f ([saccharose! irli( Si ,J pour une concentration constante en fc-liructqsidsse 
est une branche d'hyperbole équilatère ffig. 13.3.) . 


f riant 


ïrial 


Vi 



Fig, âa.3. Court® VI a f i;s> a 


1.2. Méthode de mesure de la vitesse de réaction 


L'hydrolyse enzymatique du saccharose est réalisée en milieu tampon acêto-ac étique 
pH 4,?. 

La courte [PI - f tt) est une droite dans les conditions de vitesse initiale (Vi), 

La méthode de mesure utilisée est une méthode « 2 points *. 

La vitesse de ia réaction est déterminée par ta mesure des produits formés en fonction 
du temps. après une réaction complémentaire de coloration. 

Il s'agit de mesurer la quantité de produit apparu au bout d’un temps donné dans un 
milieu réactionnel contenant te tampon (T), le substrat (S) et l'enzyme (E), 

La mesure du temps démarre à l’instant précis où le milieu réactionnel est complet : 
(T + S * E). 

Le milieu réactionnel est caractérisé par : 

- le volume total (V cm 3 ) ; 

- la concentration en saccharose ; [S] {en mol. dm " 3 ) ; 

- la quantité d'enzyme (E) présente- dans ce milieu réactionnel exprimée : soit en unités 
de vûlumE r soit en masse d'enzyme, en mol d'enzyme ou en Ul ou katal d'enzyme. 


TlCihî 
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TuE» mm (fig. 18.5.} 


Pour la réaction du tube O. on pré incubera uniquement le tampon et le substrat 
On ajoute le 3,5 DNS au temps zéro, 

L'onzyme est ajoutée ensuite dans le milieu dénaturant. 


/T 


33 DNS puis. E 


* 

prÉ-incu ba t i ûn att£ ni e à t e mpérature 

j + g, ambiante 





révélation 


blanc de 
gamme 


Fig. IB. S. Schématisai ion de la séquence opérait» re pour le lube témoin * zéro » 


L'enzyme est dénaturée dés son introduction dons le tube ■■ zéro - par l'acide 3.5 — dini 
t rasai icylique. 

On déterminera la quantité de sucre inverti apparu par comparaison à une droite d'étalon 
nage réalisée dans les mêmes conditions, 


2. RÉACTIFS 


* Solution d‘enzyfwe (enzyme Merck à 200 U/mg) à 0.2 mg.cm - 3 dans un tampon phos 
phate 0.025 mol .dm \ pH = 7. 

* Solution étalon à 0,01 mol. dm~ 3 de sucre inverti : 

Solution mélange : 

- glucose à 0,005 mol. dm 3 (0 r 9 g, dm 3 ) ; 

- fructose à Û.Û05 mol. dm " 3 (0,9 g. dm _ \ 

A préparer au dernier moment et a conserver au froid ( +- 4 °Ct. 

* Solution mère étalon de saccharose ê 0.6 moi Mm ’ 3 : 

Saccharose : 205,2 g.dm “ 3 . 

A dissoudre dans de l'eau distillée bouillie froide. 

A conserver à + 4 É C. 


^opyrighte 


* Réactif de coSorst ion au ÙN$ : 

- ac ide 2 hydroxy 3>S - dinlîrobenzoïqife : 9.84 g ; 

- hydroxyde de sodium en lessive : 40 cm 3 ; 

- tartrate double de sodium et de potassium : 300 g ; 

- H ? G q s p : 1 000 cm 3 , 

* Tampon acéto-acétique, 0,1 mot. dm ~ 3 . pH 4,7 : 

- acétate de sodium : 8,2 g. dm 0,1 mol .dm " 3 ) : 

- acide acétique pur pour analyses : 5,8 cm 3 par dm 3 . 

■ Tampon phosphate 0,025 mol. dm ~ 3 h pH 7. 

- acide citrique : 0,1 rmf.üm~ 3 , 

- NaJ-(P0 4 ; 0,2 moi .dm ~ 3 , 

* Solution étalon de pH : solution saturée d ‘h y dmg éhùtà et ra t e de potassium : pH 3 r 57 à 
20 *C 

Introduire environ 9 g d'hydrogénotartrate de potassium pur, cristallisé, séché auparavant 
2 heures à 11Û e C, dans environ 250 cnn 3 d'eau tiédie à 40 et contenus dans un fla- 
con â bouchon rodé étiqueté. Filtrer si nécessaire, pour éliminer le sel en suspension. 

Puis laisser refroidir la solution à 20 °C en la laissant reposer 2 heures, 

(L'addition d'un cristal de thymol ( 0,1 g) augmente la durée de conservation de la solu- 
tion tampon), 



3. FICHE TECHNIQUE 



3.1. Etalonnage de r appareil 


Réaliser la gamme d'étalonnage en se conformant au tableau' i&.L, 

Tableau lfl.l. 


tr tubes 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

Solution mélange de glucose à 0,005 mal-dm" 3 
et de fructose à 0,005 moi.dm 3 (cm 3 ) 

0 

0,25 

0,50 

0,75 

1,00 

1,25 

Eau btt&tilléé (tm 3 ) 

2 

1,75 

1,50 

1,25 

1,00 

0 75 

Tampon acétate à pH 4,7 (cm 3 ) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Solution de saccharose a 0,6 mol.dm - 9 (-cm 3 ;! 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

flêaetil 1 â l'acide i6-*nilrosalycii«que (cm 3 ) 

Absorbances mesurées à X = 530 ou 435 nm 

2 

2 

2 

2 

2 

2 


TIQhî 


trial 
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3 * 2 , 3 . Lectures 


Lire les absorbances des tubes de mesure â 530 rtm (ou 495 nm) contre le témoin zéro, 
en utilisant le même appareil que pour la lecture de la gamme d'étalonnage. 


3.2 A. Questions 

lf Tracer la courbe d'étalonnage représentant la variation de l'absorbance en fonction du 
nombre de micromoles d'hexoses par tube. 

2) Donner sous forme de tableau la réalisation des tubes de mesure et du tube témoin 
zéro. 

3} Tracer la courbe A = f (temps d'incubation). 

4f Déterminer sur la gamme d'étalonnage le nombre de pmoles d' ne* oses libérés par 
minute, 

5) Sachant que l’unité f5 fructosiidasique est la quantité de & fructosidase nécessaire 
pour hydrolyâer 1 pmole de saccharose en 1 minute à 25 Ù C et â pH 4 h 7, calculer l'acti- 
vité spécifique de l’enzyme en unités par milligramme. 



4. MODE OPÉRATOIRE 


4,1. Gamme d'étalonnage ttsbi. 18 . 11 .) 


Tableau 1BJI. 


Hexaset qs en umol 


(} 2.5 5 7,5 10 12,5 


Copyrighted material 


4.2, Tableau de réalisation des essais (tabt. îs.tit.) 


Tableau 1S.III, 


JM' : lubes 

Û 

J 

s 

3 

B 

5 

S 

7 

3 

9 

Tampon acêto-acétate (cm 1 ) 

1 

1 

i 

t 

î 

1 

1 

1 

1 

1 

Saccharose à 0.6 mol.cim _ 2 

1 

1 

i 

î 

î 

1 

5 

1 

1 

1 

Réactif m 3-5 ÛNS {cm 3 ) 

2 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

fj Iructosriase (cm n i 

1 

1 

i 

î 

î 

i 

1 

1 

1 

î 

addition au temps. 1 = 

- 

Û 

2 min 

3 min 

5 min 

7 min 

Ë min 

10 min 

1:1 min 

13 min 

flçacSiS au S, S - DNS (cm 3 } 

- 

£ 

2 

2 

£ 

2 

2 

£ 

£ 

2 

Addition au temps 1 = 


1 min 

4 min 

6 mm 

3 min 

1 2 min 

14 mm 

17 min 

15 min 

22 min 

Temps- cf ricubaii&n (min) 


1 

S 

3 

4 

5 

5 

7 

S 

3 

A à X = 530 ou 435- mm 

0 











4.3. Activité de la solution enzymatique 

ilA / it = pente de la droite A = f (X) dans les conditions de Vi {partie linéaire en début du 
tracé graphique). 

Par référence à fa courte d'étalonnage : âA / M - X pmol d'hexoses libérés / M 
Activité de la solution enzymatique en unités par mg (At en minute) : 

n . 1/2 n X 1 1 X 1 X 

saccharose ' = x x = X = 2, 5 X 

At 2 0,2 At 0.4 At 










5. EXERCICE 


Etude de l’activité d’une préparation d'amylase (d’après sujet de CARET), 


5.1. Mode opératoire 


L’amylase est une enzyme extraite du germe de blé par l'alcool absolu et remise en solU‘ 
tien en milieu tamponné, Elle catalyse l'hydrolyse des liaisons 1-4 de l'amidon avec pro- 
duction de sucres réducteurs, 

La réaction peut être suivie par action des sucres réducteurs apparus sur l'acide 3 r 5-dini- 
trosalicylique réduit en acide 3-amlnonitrosalycliique dont l’absorbance est mesurée i 
520 nm. 

Etalonnage de l'appareil par une soutien de maltose 

Préparer, ê partir d'une solution mère de mattose i 1Q0 g. dm -Ê , une gamme contenant 
de 0 à S mg de maltose par tube. Après addition du réactif au DNS dans tous tes tubes^ 
tes porter 5 minutes au bain bouillant ; refroidir dans la glace. Ajouter 15 cm 3 d'eau distil- 
lée. Lire l'absorbance â 520 nm. 

Témoin réactif * 

- 3 cm 3 d'eau distillée ; 

- 1 cm 3 de tampon acétate (pH = 4, S) 

- 2 cm 3 de réactif DNS. 


Résultats expérimentaux (fafof. JJ JV* et 1 J, VJ 

Tableau 18 ! Y, : résultats ( 1) 


Tcrrps {l'incubation (min.} 2 4 


m t5 

20 25 

30 40 

A a 520 nm 0,235 0.570 

0.ÉM& 1,050 

1,150 1.341 

1,2*0 1.000 

1 .320 1 ,33* 

Tableau 1S.V. : résultats {2) 

Maita&B (qm) mg f 

2 

3 

4 

$ 

AàS20nm 0,312 

0,630 

■ 0 , 94,0 

1,262 

1.570 


TIQhl 
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5.2. Questions 


1} Donner un tableau de composition des tubes de mesure et du tube témoin ainsi qu'un 
protocole opératoire pour la mesura de l’activité de hgmylase (tabi. lS.vi.). 

Hydrolyse de Si 1 amidon ; 2,5 cm 3 d'amidon 

1 cm 3 de tampon phosphate pH7 
Û i 5 cm’ 1 d'amylase 

2} Donner le tableau de composition des tub-es pour l’étalonnage par une soSution de 
malt ose (îat!. IS.VSL). 

3} Sachant que l'unité d'activité amylasique (U. ) est la quantité d'enzyme capable de 

libérer 1 mg de malt ose par heure d'incubation, calculer l' activité enzymatique de la pré- 
paration en U am /cm s d'extra t pu s en unités du système international. 


CORRECTION DE L'EXERCICE 


1) Tableau l&VI. 


N' tubes 

0 

? 

2 

3 

4 

5 

5 

J 

B 

9 

10 

Amidcri (cm 1 ) 

2,5 

a.s 

2,5 

23 

23 

2.5 

23 

23 

23 

23 

23 

SduEion tampon 












phosphate (cm-) 

1 

î 

t 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Bain thermctôlatè 30 "G pendant 5 min. 

H ; ,0 fcm 'i 

0,6 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

*■ 

- 

Solution d'amylase (cm?) 

0 

0,5 

P, S 

0.5 

03 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

additiûnat = (m : mai) 


ü m 

30 S 

î m 

imm 

3m 

3m3Ds 

4m 

4m30s 

5m 

5m3ds 

3.5-DN5 Écm^) 

2 

2 

2 

a 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

additîeo A î = .(m : min. J 

- 

2m 


?m 

'9m$0s 

13m 

tamdOs 

24m 

20m30& 

35m 

45m30s 

H ? Q (cmH 

15 

15 

15 

15 

15 

15 

15 

15 

15 

15 

15 

Temps d'sncubafcn (min.[ 

- 

2 

A 

G 

a 

10 

15 

20 

25 

30 

A0 


235 








2 J Tableau 18. VU. : Gamme d'étalonnage 


N" tubes 

^irarw 

î 

2 

3 

4 

5 

MallQS* qrn en mg 

0 

1 

2 

3 

4 

6 

UaHcse (cm 3 ) 

0 

0.5 

1 

1 .5 

2 

2,5 

K..O (cm y ) 

3 

2,5 

a 

1 .5 

1 

0.5 

Tampon acétate (crrP) 

t 

1 

1 

1 

1 

t 

Réadil 3.5-DMS (cm 3 ) 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

H/j (cm ' : 

15 

15 

15 

15 

15 

15 


Solution étalon de malt dSé nécessaire pour préparer Iles tubes de gamme : 2 mg.cm ' 3 , 
soit 2 g.dm ■ 3 i le coefficient de dilution de la solution mère est - 2/100 oui 1/50. 


3) 

Courbe ^ 79 nni =tiX nKMl J. 

La Vi = pente de la tangente à la courbe, à l'origine = AV At = 0,142 AA min - 1 . 

Par référence à la courbe d'étalonnage : AA/ At = 0,142 AA min - 1 correspond à Q>46 mg 
de maitose libérés en une minute : 

- activité de l'amylase : 0,46 x 2 x 60 = 55.2 unités d’activité , 


, 0,46x10 n r .. 

activité en Ul/cm 3 = ■ — x 10 x 2 = 2 h 69 

342 


* 0.46 KlCf® 1 „ . 3 , c -5 

activité en katal/dm ■ = x — x 2 x 10 = 4,5 x 10 . 

60 


342 
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Le but de la manipulation eut de doser les ions sodium et potassium : 

* soit dans un produit alimentaire : eau destinée à la consommation, lait ; 

* soit dans un produit biologique ; sérum, urine. 


1. PRINCIPE 


Lorsque des éléments à bas potentiel d'excitation {cations alcalins U Ma *, K * fit 
alcalino-teneux Cs 2 \ Mg 2tm ) sont excités par la température élevée d'une flamme, ils 
émettent un spectre de radiations caractéristique. 

Le rayonnement lumineux est traité par un système dispersîf de sélection des radiations 
{filtre optique ou monoc hromateur) pues analysé sur un récepteur (photomultiplicateur. 
cellule photoélectrique) permettant ensuite une mesure (lïg, 19.1.). 

Pour une longueur d’onde donnée, l'intensité de l'émission est une fonction de la concen- 
trât ign du cation dosé (fig. 19.2.,). 

Pour des raisons de sensibilité, la spectrophotoimétrie d’émission convient essentiel- 
lement au dosage des alcalins Li + . Na + et K + . 



Fig. 19.1. Schéma de principe cTun spectrophotomèlfâ d'émission de- flamme 


^ ODV/ricihted mate ri al 


r J 
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X.2, Précautions opératoires 


1) Réaliser les dilutions, le rinçage et le réglage du 0 de l 'appareil avec la même eau 
bidistillée ou déminéralisée. 

2) Les réactifs sont â préparer et à conserver dans des flacons très propres, à bouchage 
Étanche (flacons de polyéthylène â bouchons vissés) afin d'éviter les échanges ioniques 
avec les parois des flacons, ou avec les bouchons. 

3) l'intensité des rayonnements émis par l'ion à doser peut être augmentée ou diminuée 
par la présence d'autres molécules : anions, cations, substances minérales ou orga- 
niques présents dans ta solution pulvérisée. 

Par exempte : te dosage des ions N3 r dans un extrait cellulaire est influencé par les ions 
K + , présents en grande quantité. De même, il y a une interaction des ions Na + lors du 
dosage des ions K + du plasma, 

En général, les interactions des molécules ou des ions qui gênent le dosage d'un cation, 
sont fonction de leur concentration absolue et de leur concentration relative par rapport 
au cation dosé. 

Pour compenser ces interactions, on utilise : 

- soit des solutions étalons mixtes où la concentration absolue de la molécule ou de 
l'ion perturbateur est voisine de celle qu'il â dans la solution à doser : 

- soit des solutions étalons mixtes ayant un rapport de la concentration de la molécule 
ou de Pion perturbateur â la concentration du cation â doser, constant, 


fri-jii'ie* 



Kg 1S-3. Courbe cl'élaïürmage 


Dosage du sodium et du potassium 
d'une eau de consommation 


1. RÉACTIFS 


* Solution étalon de sodium à 0,5 g. dm ~ 3 ; 

- ■chlorure de sodium pur et anhydre (58,45 g. mol -1 ) desséché au préalable pendant 
2 heures à 140 ,: C. puis chauffé â 500 ,: 'C : 1.272 g ; 

- eau bidistillëe q s p : 1 OÜO cm 

* Solution étalon de potassium à 03 g. dm ~ 3 : 

- chlorure de potassium pur et anhydre <74,6 g. mol - 1 ) desséché au préalable pendant 
2 heures à 100-130 a C : 0,955 g ; 

- eau bidistiilêe q s p : 1 000 cm 3 , 

* Eau à analyser ( eau minérale, eau d'un puits, eau du robinet). 


2. MODE OPÉRATOIRE 

2,1, Dosage du sodium 

Dans des fioles jaugées de 100 cm \ préparer des solut ions étalons comprises entre 0 et 
20 mg de sodium par dm 3 . 

Homogénéiser les fioles jaugées, puis effectuer les lectures à la longueur d'onde de 
583 nm f filtre NaO) après avoir réglé le spectrophotomètre de flamme. 


2.2. Dosage du potassium 

Procéder comme peur le sodium, en ui Misant la solution étalon cie K 1 à 0.5 g.dm " 3 et en 
effectuant les lectures â la longueur d'onde de 767 nm (filtre K"). 


2.3. Analyse de l'eau 


Effectuer les dosages du sodium et du potassium de l'eau à analyser, éventuellement 
diluée. 


3. RÉSULTATS 


1) Tracer les courbes d'étalonnage ou utiliser la régression linéaire. 

2} Calculer les teneurs en sodium et potassium de l'eau analysée, exprimées en 
mg.dm ' 3 . 

Données i limites de qualité des eaux destinées à la consommation humaine. Les 
valeurs des concentrations doivent être inférieures ou égales à (décret n 5 S9-3 du 3 jarv 
vier 1989) : 

- sodium ■ ISO mg.dm ’ 3 ; 

- potassium : 12 mg.dm ~ 3 . 


4. TECHNIQUE 


4.1. Composition des fioles jaugées (tabi i9.i.) 


Tableau 19. 1 


N ' otas fu-jk's 

T 

1 

2 

3 

4 

Ûsümsjo 

Scdium ou pUtâssîuni Jmg.-dm" 

0 

5 

10 

15 

20 

K rü . 

Coefficient de r&igiipn 

— 

5 

10 

15 

20 

X fc ■ 

Echantillon à analyser !cm J } 



SCO 

SCO 

500 

IEKJ 

Solution étalon do sodium 
ou rfe po1a&$iium à 0,5 g.dm ~ J 

0 

1 

2 

3 

4 

- 

Eau tiidislsllêe (cm 3 ) 

100 

SW 

m 

97 

96 

- 
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4.2* Calculs 


Pour une eau non difuëe ' 

- teneur en sodium = x ,.. j; + mg. dm' 3 ; 

- teneur en potassium = x ^ _ rng.dm _a . 

x Na . et x K ^ étant les concentrations massiques en Na + et K 4 obtenues expérimentale- 
ment (courte d'étalonnage). 


Dosage du sodium 
et du potassium d'un lait 


Le dosage est réalisé sur le surnageant d'un lait coagulé par l’acide acétique car les 
caséines interfèrent sur le dosage. 


1. RÉACTIFS 


* NaCI pur pour analyses et anhydre (masse molaire : 58,45 g. mol 1 ) desséché au 
préalable pendant 2 heures à 140 °C, puis chauffé à 500 °C, 

* HCl pur pour analyses et anhydre ( masse molaire : 74.6 g.mol ' 1 ) desséché au préa- 
lable pendant 2 hèurêS à 110-130 'C. 


righte 



* ton à analyser. 



2. MODE OPÉRATOIRE 

2.1. Préparation d'une solution étalon mixte 

Préparer 1QO cm 2 d'unci solution étalon mixte renfermant 0.50Q g.dm" 2 de sodium et 
1,500 g.dm “ 3 de potassium, 


2.2. Etalonnage de l'appareil 


* ûaiïïme étalon en sodium 

Préparer une gamme de six solutions étalons, en fioles jaugées do 100 cm 3 , dont les 
concentrations en sodium seront comprises entre 0.005 g.dm 2 et 0,030 g.dm “ 2 . 

Passer ces solutions au photomètre de flamme. 

* Gamme çn potassium 

Préparer une gamme de cinq solutions étalons, en fioles jaugées de 100 cm 3 dont les 
concentrations en potassium seront comprises entire 0,0015 g.dm -3 et 0,075 g.dm -3 . 

Passer ces solutions au photomètre de flamme, 


2.3. Dusage du lait 


* Défécation : â 50 cm î de fait, ajouter de l'acide acétique cristallisablo jusqu'à f obten- 
tion du pH = 4.6 (vérification au pH mètre). Transvaser quantitativement dans une fiole 
jaugée et ajuster à 100 crn‘, Agiter puis filtrer (sur filtres sans cendres i. 

* Dosage du sodium : faire le dosage sur le filtrat de défécation dilué au 1/1.0. 

* Dosâgé du potassium : faire ie dosage sur le filtrat de défécation dilué au 1/200, 


3. RÉSULTATS 


1) Tracer les courbes, d'étalonnage ou utiliser la régression linéaire. 

2} Calculer les concentrations massiques du sodium et du potassium du lad analysé, 
exprimées en g.dm - 3 , 
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4.3. Calculs 


* Concentration massique en sodium - 20. x Na f g .dm - 

* Concentration massique en potassium = 400.x K t g, dm " 

ï hi j . et x H _ étant les coocent rations massiques dans le filtrat de défécation dilué, obte- 
nues expérimentalement (courbe d'étalonnage ftg. 19,3.}. 


Dosage du sodium 
et du potassium sériques 


Le dosage est effectué. sans défécation préalable, sur le sénim (le sang du patient est 
recueilli dans des tubes avec granules séparateurs) ou sur le plasma (le sang du patient 
est recueilli sur anticoagulant ; hêparinate de lithium), 

moindre hémolyse perturbe le dosage du sodium (résultat par défaut) et interdit celui 
potassium (résultat par excès), 

CûrtSfgfjes de sécurité à respecter pour ta manipulation de sérum humain (çf. chapitre 11 

§3). 


1. RÉACTIFS 


* NaCt pur et anhydre R P pour pesée (masse molaire : 58.45 g, mol ~ 1 } desséché au 
préalable pendant 2 heures à 140 *c. puis chauffé à 500 P C- 

* KC! pur et anhydre (masse molaire : 74, 6 g.mol " ■ ) desséché au préalable pendant 
2 heures à 110-130 *0, 

* Sérum à analyser ( sérum animal : sérum de bœuf). 
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2. MODE OPERATOIRE 


2,1. Préparation des solutions étalons 


Préparer par pesée de chlorure de sodium pur et anhydre, une solution étalon mère de 
Ma 4 à 2.338 g de MaCI par dm 3 . 

Préparer par pesées de chlorure de sodium et de chlorure de potassium purs et anhy- 
dres, une solution étalon mère de K 4 à 0,746 g de Kül et 20,45 g de NaCi par dm 3 . 


2.2, Etalonnage de l'appareil 


Préparer une gamme de solutions étalons, en fioles jaugées de 100 cm', dont les con- 
centrations molaires sont comprises entre ■ 

- 0,2 et 1 mmot par dm 5 pour le dosage des ions sodium ' 

- 0,1 et 0,5 m mol par dm 3 pour le dosage des ions potassium. 


2.3- Dilutions du plasma 

Diluer le pfasma de façon convenable avant de le passer dans le photomètre de flamme 
pour le dosage des ions Na 4 et K*, 


3. RÉSULTATS 


1} Tracer les courbes d'étalonnage ou utiliser la régression linéaire. 

2) Calculer les concentrations molaires du Ma 4 et du K 4 plasmatiques exprimées en 
m mol, dm - 1 . 

Données : 

- PI, Se- Sodium-(aubstc) = 140 ± 6 mmol.drrr 3 ; 

- PI, Se - Pot assit! m-( autiste) ■ 4,2 ± 0,6 mmol .dm “ 3 ; 

- Na = 23 g.mof 1 ;CI = 35,45 g. mol “ 1 ; K = 39,1 g. mol “ a . 
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mV 



Fig, POurpe C = (I l£ 3) 


La linéarité fait défaut aux faibles valeurs et aux furies valeurs d'activité [Ug. 19. 4,). 

L'électrode à membrane mesure des activités et non des concentrations-. Le concen- 
tration (C| est liée â l'activité (a) par un coefficient d'activité (y) qui dépend de la force 
ionique et de la température. 

Soit : a » y ■ C 

Le principe de la mesure consiste a comparer les différences de potentiel obtenues d'une 
part avec un étalon de concentration connue, d'autre part avec Léchant N Ion à doser. 

Les deux solutions doivent avoir des coefficients d'act vi lé voisins. 


Soit : 

= ^ p i + a t-t. 

(1} 

Ë ,nc. = Ë û + Ë pi + K S 'Ë a ,nc. 

(2f 

a*, 

a-où : £ = E*. - E II1C _ = k l« 

(3} 


Cette expression n’est valable que si ; 

E i>i * E pî 
K, = K 2 

D'où la nécessité de contrôler les potentiels parasites : È , et de maintenir constante la 
température T, princ pal facteur de variation de K. Les différences de viscosité ou de 
force ionique, la présence de protéines, de gSobules rouge retentissent sur E p . 

De ('équation (3], on tire : a nc = . K, 
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tométrie de flamme et la polentfonnëtrie indirecte conduisent à des résultats faussement 
abaissés. Les résultats obtenus par potentiométrie directe ne sont pas influencés par la 
teneur en eau plasmatique, 

La formule de Waugh permet une détermination empirique de la teneur en eau plasma- 
tique en fonction des concentrât ions en protéines et en lipides du plasma, et une correc- 
tion des résultats obtenus par pbotomëtrie de flamme ou potentfométrie indirecte. 


ton d il in ni phïïtetàfiiqufï nnrmili! 
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FU, U.S. Schéma illustrant le dosage dm potassium plasmatique par tes trais méthodes 
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6. EXERCICES 


Exercice- n c i : dosage do sodium plasmatique par photomêtrie de flamme (sujet Bac J 

On dispose d'une solution étalon â 12 mmol de Na '.dm -3 . On prépare une série de 
solutions filles à 0,24 : 0,48 ; 0,72 ; 0.96 prmnoÈ Na *.dm~ 3 . 

1) Calculer la masse de Na 2 HP0 4 , 12H 2 0 â peser pour préparer la solution étalon à 
12 mmol .dm " 3 . 

2) Préciser ta préparation des solutions filles : calcul et technique. 

3) Calculer la dilution â faire pour doser le plasma. 

Données ; 

- Pi-Sodium (substc) 137-145 mmoLdm “ 3 . 

- Na - 23 g. moi - 1 ; H = 1 g dm " 3 ; P = 31 g.dm " 3 : O = 16 g.mol - 1 . 


Exercice n* 2 ; contrôle de la teneur en sodium d'un aliment par spectrophotométrie 
d'émission de flamme 

m = 3.2 g d'échantillon à analyser sont minéralisés par voie sèche, dans un four à mou- 
fle à 550 *e. Les cendres blanches obtenues par calcination sont mises en solution 
aqueuse dans une fiole jaugée de 250 cm 3 . 

Pour étalonner l'appareil, on prépare 5 so lot ions contenant respectivement û : 4 ; S ; 12 ; 
16 ; 20 mg de Na * par dm -3 . Les mesures réalisées sur un photomètre de flamme à 
5S5 nm sont celles Indiquées dans le tableau 19.17. 


Tableau 19. VL 


N° SofuionS 0 

1 

2 

3 

4 

S 

Essai 

Concentraiion en Na + 
(mg.dm -3 ) 

4 

S 

12 

16 

26 

K 

Déviation 

35 

73 

106 

145 

ISO 

150 


Déterminer la teneur en sodium de l'ali ment r en g pour 100 g t par méthode graphique ou 
par régression linéaire. 





Exercice n* 3 : dosage du sodium et du potassium plasmatiques par ptiotométrie de 
flamme (extrait sujet Sac) 

1) A partir de chlorure de sodium et de chlorure de potassium, pues et desséchas, on 
prépare une solution M 1 (Je sodium contenant 50 mmol de sodium par dm 5 , et une solu- 
tion VL. de potassium contenant 25 mmol de potassium par dm 5 . 

Calculer la masse de solide à peser pour préparer un dm- de chacune des solutions. 

Données : Na = 23 .g .mol " 1 ; K = 39,1 g.rool “ 1 : Cl - 35.5 g. mol " 1 . 

2) Etalonnage du photomètre de flamme : les solutions étalons sont préparées de la 
manière suivante {tabf. 19. VU) : 


Tableau 13.VI1. 


Sttfirtfans 

F, 

F z 

F J 

F , 


P 2 

F 'j 

p 4 

Solution t«1 1 ■Icrrr 3 ) 

A 

a 

2 

1 

— 

« 

— 

— 

Solution y ’c-r/i 

- 

- 

_ 

- 

4 

2 

1 

0.2 

Volume ïinal (cm 1 ) 

MÛ 

2ÛÛ 

200 

200 

MD 

soo 

500 

MO 

Déviations 

100 

75 

50 

25 

00 

46 

22 

5 


Calculer, pour chaque solution, la concentration molaire exprimée en mmol .dm 3 . 

3J Avant d'ajuster le niveau dans les fioles F’ lf F r j. F' a , F' jr on ajoute un volume de solu- 
tion Ml suffisant pour que Sa quantité de sodium présente corresponde â code d'un 
plasma dilué au 1/50. 

- Justifier cette opération. 

- Calculer le volume dé solution M , à ajouter. 

4) Dosage du sodium et du potassium plasmatiques, 

- Une dilution au 1/250 du plasma dans l'eau distillée, donne une déviation de 57 pour 
le dosage du sodium, 

- Une dilution au 1/50 du plasma dans l'eau distillée, donne une déviation de 45 pour le 
dosage du potassium. 

Calculer les concentrations plasmatiques en sodium et potassium exprimées en 
mmol .dm " - 5 . Commenter les résultats obtenus. 
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1.1. Schéma d un spectrophotometre d'absorption 
atomique [fig. 20.14 


Appareil de mesure 




La source lumineuse 


La source lumineuse doit émettre une raie étroite, stable» caractéristique du spectre de 
l'élément à doser r 

Les lampes à cathûde creuse sont utilisables pour le doasage de nombreux éléments 
minéraux : lors du passage d’un courant électrique entre l'anode et la cathode il y a ioni- 
sation du gaz rare (argon ou néon), vaporisation puis excitation de certains atomes qui 
constituent le métal de la cathode creuse ( Ug. 20,2.), 


Cathode Gai sous fa ble 



Rg. 20,2, Campe à cathode creuse 


1 * 1 . 2 . Le générateur de vapeur atomique 

Deux systèmes sont fréquemment utilisés : 

- la flamme : moyen d'atomisation le plus souvent utilisé : 

- la cellule de vaporisation eri graphite, chauffée électriquement : technique d'atomisa- 
tion très sensible adaptée aux mlcrodosages. 

Rôle de l'atomisation ; réchant il Ion £ analyser est nêbüllsé dons la partie réductrice 
d'une flamme large. Les molécules organiques sont détruites et Ses éléments minéraux 
sont; an partie réduits à k'élat d'atomes. 

Peu des éléments à doser sont réduits dans la flamme, puis excités en absorbant les 
pîiotons de la raie spécifique choisie. Aussi est-il Important que la flamme soit stable» de 
température constante, large pour favoriser l’absorption lors de la traversée de la vapeur 
atomique par le flux lumineux. 

La flamme est souvent produite par la combustion de l'acétylène dans l'air, La tempéra- 
ture de combustion 2 300 "Cl doit être suffisamment élevée pour permettre la réduc- 
tion des oxydes mais suffisamment basse pour limiter la formation d’ions à spectres 
d'absorption différents de ceux des atomes. 
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Des interféra races peuvent exister : 

* Deux éléments peuvent absorber à la même longueur d'onde (mêmes raies d' absorption). 

* Les produits formés I ors de la combustion ou ayant résisté à la combustion (oxydes) 
peuvent être à l'origine d'une absorption parasite ou encore diffuser la lumière quelle que 
soit la longueur d'onde de mesure, 

* Les ions phosphates comptexenî de façon stable le calcium et diminue son absorption 
atomique^ L'addition de chlorure de lanthane qui réagit avec les ions phosphates dd 
milieu réactionnel permet un meilleur dosage du calcium, 

La spec t rophotomét ri e d'absorption atomique est une méthode très sensible : 

- Les limites de détectabilité vont de quelques ng.cm 3 pour les métaux alcalins et alca- 
linoterreux (0,8 ng.cm " 3 pour 8e sodium) à quelques centaines de ng.cm " 3 pour les 
métaux de transition (500 ng.cm “ 3 pour le mercure). 

- La répétabilité est de -0,5 % à 3 % selon les techniques de dosage utilisées. 


1.2,2 * Applications au laboratoire d'analyses médicales : 
dosage des cations sériques {fig. 20.3 j 



Fig, ao,3- Courbes d’éieioonage ; dosage du csitiusm. du magnésium, dosage du for 


■ La photométrie de flamme est généralement utilisée pour le dosage des métaux alca- 
lins ( Na K 4 r Li 4 ) car cette méthode rapide et simple a, pour le dosage de ces ions, une 
meilleure sensibilité que ta spectrophotométrie d'absorptiop, 

Lqs limites de détection sont : 

- en photométrie d'émission = Na 4 : 0,5 ng.cm" 3 K + : 0,05 ng.cm " 3 ; 

- en absorption atomique (flamme) = Na + : 0,3 ng.cm " 3 K h : 3 ng.cm " 3 , 
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« Les métaux alçaiina-terroux et les métaux de transition sont dosés par absorption 
atomique , 

Les limites de détection sont : 

- en photométrie d'émission - Ca a + : 0,2 ng.cm 3 ; Mg ? ^ : 70 ng,cm“ 3 ; 

Fe ' : 3-0 ng.cm ~ 3 : 

- en absorption atomique (flamme) = Ca' • 3 ng.cm ~ s :Mg J * ; 3 ngxm " 3 : 

Fe 3 *" : 4 ng.cm " 3 : 


Tableau 20.1, 


Pnolométrie de ftamme 

Spe Ci 1 rpp Le ip m èlfie tt'stjsc/ption atomique 

ions 

longueur (fonde 

dilutiM du sérum 

•Lie.- 

longiaur d'onde 

ctilullon du sérum 

Ha 1 

5S9 nm 

1/206 en flâu distillés 

Ca 2t 

422,7 nm 

1/56 an solulion de dilution 

K + 

756.5 n® 

i/20 en eau cfeslinée 

K 

£95,2 nm 

1/56 en solution rte dilution 

Li * 

670 0 nm 

1/50 en eau cfelilife 

F* ,+ 

246,3 nrn 

1/5 OU l 'ig 


Les éléments ayant une raie de résonance de longueur d'onde inférieure à 190 nm ne 
peuvent être dosés par spectro photométrie d'émission ou d'absorption atomique : il 
s'agit des éléments non métaux dont 8e chlore, le phosphore, le soufre. 


2. RÉACTIFS 


* Carbonate de calcium pur pour analyses (CaC0 3 ; masse molaire - 100,09 g, mol 1 ). 

* Acide chlorhydrique concentré ou de concentration molaire volumique égale à 
1 mol .dm “ 3 . 

* Acide chlorhydrique à 2 %, 

* Solution de dilution : 

- chlorure de lanthane : 5,0 g ; 

- chlorure de sodium : 1.0 g ; 
chlorure de potassium : 0,2 g ; 

- H a 0 q sc : 1 dm 3 , 

* Blairai ou sérum de boeuf. 
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3. FICHE TECHNIQUE 



3-i- Préparation d'une solution étalon de calcium 

à 25 m mol, dm ~ 3 par pesée de carbonate de calcium 
pur et anhydre (masse molaire = 100,08 g.moi “ 1 ) 

- Dans une capsule de- pesée en verre, peser une masse m grammes de CaC0 3 pur et 
préalablement desséché au dessicateur, 

- Dissoudre dans un minimum d'acide eftfûrhydriciue concentré (ou dans environ lû cm 3 
de solution d'acide chlorhydrique de concentration molaire volumique égale à 
1 mol.dm’- 3 ). 

- Transvaser quantitativement dans une fiole jaugée de 100 cm 3 et ajuster avec de S 'eau 
distillée, 


3,2. Dosage du calcium sérique par absorption atomique 

3.2,1. Essai 

Le dosage est réalise sur du sérum dilué au 1/50 dans le liquide de dilution, SI un léger 
trouble apparaît, acidifier par de l'acide chlorhydrique à 2 % 


3.2.2* Etalonnage de l appareil 

Préparer, en utilisant la solution de dilution, 50 cm 3 de so ut ions étalons de calcium, de 
concentrations comprises entre 0 et 0,1 m mol, dm - 3 . 

Faire les mesures. 


3.3. Calculs 

1) Calculer Sa masse de carbonate de calcium à peser pour préparer la solution étalon de 
calcium, 

2 } Donner sous forme de tableau la préparation de la gamme d'étalonnage. 

3) Déterminer la calcémie du sérum analysé, 


ynqmcd m, 


trial 



4. MODE OPERATOIRE 


4.1. Calcul de la masse de carbonate de calcium à peser 

m = C K M CaC03 * U a 25.10" 3 x 100,09 x 100.10 - 3 = 0,250 g, 

Le carbonate de calcium est insoluble dans l'eau. Ajouter 3 'acide chlorhydrique jusqu'à ce 
que la solution devienne incolore. 


4.2. Tableau de la préparation des solutions étalons 

imi. 2Q.it.) 

Tableau 20.11. 


Solutions étions mmol.dm ■ 3 D.G25 0.05 

0,075 

0.1 

Coehicienl de dilution 0,025 1 0.05 2 

0.075 3 

0.1 4 

25 1 000 25 1 MÛ 

25 1 MÛ 

25 1 ÜM 

Le solution étalon de calcium a 25 mmol.dm ' 3 doit être préalablement diluée au 1/20 
par exemple (en solution de dilution). 

La concentration en calcium sera alors de 1.25 mmol.dm " 5 (fsfcut 20.ÎIS.). 

Tableau 20.111. 



Solution étalon 

à 1,25 mmol-dm 3 (cm 3 ) 0 § 2 

SèJurri à CUSeï {cm 3 ) - 

Solution do dilution (cm 3 ) 5fl 43 48 

3 4 

47 46 

1 

49 

Détermination de la calcémie = 50. X mmol.dm ~ ’i 

X étant la concentration en millimoles, de calcium par dm ; 

du sérum dilué au 1/5Û. 
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La variation de la conductivité d'une solution peut être mesurée au cours d'un 
dosage acidç-basïquc, d'une réaction de précipitation ou d'un dosage par com- 
plexométrle... 

La conductométrEe permet d’évaluer la concentration en constituants Ionisés 
d’un milieu : Ions minéraux et acides organiques essentiellement. 

La mesure de la conductivité est un paramètre de l’analyse de Peau qui ren- 
seigne sur la qualité d'une eau potable, d'une eau de rivière ou d'un effluent. 

Le but de la manipulation est de réaliser par conductoinêtrie : 

• le contrôle de la terreur globale en Ions d’une eau à analyser : 

• le dosage de l'activité d'un vinaigre étiqueté 6° et d'un vinaigre frelaté éti- 
queté 3". 


— — — 
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1. PRINCIPE 



1,1. Définitions ; conductivité des électrolytes 


1.1.1. Solution conductrice : électrolyte 

On appelle électrolyte une solution qui laisse passer un courant électrique. Quand le cir- 
cuit électrique est ouvert., les Ions de l'élec trôlyte Se déplacent librement parmi le$ molé- 
cules d’eau, mais dès que le circuit est iermê» les ions porteurs de charges se mettent 
en mouvement : les ions positifs ou cations migrent dans le sens conventionnel du cou- 
rant tandis qui tes ions négatifs ou an ions migrent dans le sens opposé. 


1.1,2. Résistivité - C&nductîvité 

La résistance d'un conducteur dépend de sa forme géométrique t. ftg. 21.1.). 

Pour un conducteur électrolytique, la résistance est définie comme celle d'un conducteur 
métallique de section s et de longueur I. par la formule : 

F-pl 

S 

R résistance en ohms (£1). 

p résistivité en ohms..cm [ikm] ou en ohms.m tU.m). 


ou encore : 



X s 


avec : 

i _ i I 
P R s 


1/R est la conductance (G) du conducteur, mesurée en Siemens (ohm 1 ) : symbole s, 

X est la conductivité de la solution : elle s'exprime en Siemens par mètre (S.m " 1 ) ou en 
Siemens par çm ( S.ç m " 1 )< 

'La résistivité et donc la conductivité dépendent de la nature de l'étectrolyte, de la concen- 
trât ion molaire et de la température. 



FIê- 21-1 forma du conducteur Weciroiy tique déterminée par ta cellule 


1 . 1 . 3 . Conductivité équivalente 


C'est le rapport de la conductivité de l'ion (j ion ) sur sa concentration exprimée en moles 
de charges (C t ) ; c'est la conductivité par mole de charge portée par l'ion. 


CoflductMté éQiHvalenîe ionique : 

%ïm 



% lon : conductivité due à l'ion 


Pour un ton donné, la concentration ionique exprimée en moles de charges est égale 
au produit de sa concentration molaire C, par la valeur absolue de sa charge z r 
C„ - C 8 x z f . 

Unités usuelles pour : S.cm 2 .mol " 1 


d'oû : & 

1Î 



Hû-n- 


“ 1 ; C _ en mol. dm " 3 


X ,,v, en 5. cm 


2 , 1 . 4 . Conductivité équivalente d une solution ; h 


La conductivité (y) d’une solution est égaie à la somme des conductivités des ions pré- 

X — X otfKin + X îinign “1^ Z ï 1 ^ 1 + " Z i2 ^2 ^u2"" 


Pour une solution de nitrate d'argent (AgNÜ^) â 0,1 moi. dm 3 : 

y 4gN03 = y ^ y NQ3 - * 10 ' <• +) K H + 1 0 3 Z <NG3* - C iM>3î \lN03 - I 

£, , _C, . . = z tj£j;] -C ND3 -= = ai mole de charges de chaque signe portées par l’ëlec- 

trolyte dans un dm 3 de solution. 

t AgM03 - 10 " 3 C E (a b fA g + . + X e (W2 } ) = 10" 3 C. "h - 0,1 10 " 3 .X - 10 
Pour une solution de çhSorure de baryum (BaCI-J à 0.02 mol.dnn " 3 : 

B#CI2 = y BçO- 4 *CI s 1^ ' Z i&P' ! + ^ 10 " z ,Çi -, C(CI-t \-iCI ■■) 

z Bp ’î + C B3 t* -2%. z Cl _C tl . - C e = 2 x 0,02 = 0.04 mole de charges de chaque signe dans 
un dm 3 de sol ut on. 

X MCI, -10- S C. + î., :a = 10 - 3 c, À - 0.04 10 - 3 À = 4 10 - a X 

Pour une solution d’acide acétique (CH^COOH) a 0,01 mol. dm " 3 : 

£ c+i 3 coo - c ch 3 cqo - ~ z h ■ C H h - = 0,01 mole de charges de chaque signe que l'élec- 

trolyte apporterait par dm- de solution, s'il était totalement dissocié. 

La conductivité équivalente d'un électrolyte est. : 

.. io 3 ■ X 

A =■ 

C„ 


2 . 1 . 5 . Conductivité équivalente limite : k 0 

La Conductivité équivalente dépend de la concentration. Pour (es très grandes doutions de 
l'électrolyte {ou très faibles concentrations), les interactions entre les ions sont négli- 
geables. les mobilités des ions ne sont pas mutuellement influencées. 

Pour C t , très faibles, les conductivités équivalentes Ioniques peuvent être considérées 
comme pratiquement constantes et la conductivité équivalente de l'électrolyte tend vers 
une limite X ür 

gVCC . Xq - XocirtKjn + ^Owmun 

•*. et X 0il ,„,, n sont caractéristiques des ions de rétectroiyte- 
X 0 est caractéristique de l'éiectroiyte. 

Exemples de conductivités équivalentes limites {X D ) en solution aqueuse, à 25 °C 
(S.cm 2 .mol - a ) : 

- cations : H f - 350 ; K f = 74 ; Na * ® 50 ; NH.. * = 75 ; Ag * = S4 ; Ca 2 * = 60 ; 
Ba 2 + =63,5. 

- arwons : OH - — 198 : SOf ~ - 80 ; O ~ 76 ; 10 3 = 40.5 ; NO a = 71 ; CH 3 COO - 40. 
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Connaissant tes valeurs des différents À 0 (tables de constantes physiques) , Il est pos- 
sible de déterminer la conductivité équivalente limite X 0 d'un électrolyte donné. 

Expérimentalement, il n’est pas possible de mesurer avec précision x si on travaille avec 
des concentrations trop faibles en électrolyte. 

Dans le cas d'un électrolyte fort, la conductivité équivalente est donnée par la relation ■ 
K ~ À 0 - k V avec k constante qui dépend de la nature de l'électrolyte. Pour obtenir 
il est possible d’extrapoler la courbe k. = f (C e ) pour €. = O. 

1,2. Mesure des conductivités 

La cellule conductométrique 

La mesure d'une conductivité consiste à déterminer la résistance d'une colonne H de la 
solution êlectrolytique placée entre deux plaques de platinE recouvertes de noir de pla- 
tine, de surface S donnée et séparées par une distance I constante (Fig. 21.1}. 

Cette cellule de mesure est insérée dans une branche d'un pont de Kolrausch situé dans 
le boîtier du tondue timètre {fig. 21.2}. 

On utilise du courant alternatif pour éviter les processus d'électrolyse au niveau des élec- 
trodes. 

Quand 6e pont est « équilibré », il ne passe aucun courant dans 6e mîçroampère mètre : 

R _ R2 
R3 RI 

R2 

R : résistance électrolytique - — x 

RI 


il 1 s 

R = — X — =.sR s _zRüh 

CS C I 


constante de la cellule déterminée par la mesure de la résistance d'une solution étalon 
de x connue (par exemple : solution de KCI à 0,1 mol. dm ~ - pus a une conductivité de 
OvQlll© S. cm 1 à 18 T et de 0,01285 S. cm " 1 à 25 *C). 

La résistivité p = l/jj s'obtient en multipliant la résistance lue sur le conducti mètre par la 
constante de la cellule, 

La conductivité % est l'inverse de la résistivité. 

L'eau permutée ou distillée contient du C0-. dissous (voir chapitre 1) et de nombreuses 
impuretés qui Interfèrent sur tes mesures de conductivité dans le cas de solutions à 
doser très faiblement concentrées. Il faut utiliser de l'eau bidistillée préparée extern pora- 
nëment (jr te plus faible possible <: îü" fi S-cm ’ 1 ), 

Copyright 




1.3, Dosages conductométriques 


1 , 3 . 1 . Principe 

Quand on fait réagir ensemble deux substances en solution, la conductivité de Sa solution 
varia r 

- si le nombre total des ions varie (certains ions entrent dans la structure de molécules 
non dissociées, ou inversement) ; 

- si les ions ajoutés ou formés ont une mobilité différente : si la mobilité d’un ion aug- 
mente, la conductivité équivalente X augmente et inversement, 

il faut choisir correctement le réactif de dosage : au niveau du point d'équivalence 
l'apport on excès du réactif dé dosage doit entraîner une variation différente de la conduc- 
tivité qui se traduit par un changement de pente sur la courbe l/R -f (Vcm 3 ). 

Le réactif de dosage doit avoir une concentration 10 à 20 fois pi us grande que la solution 
â doser afin qu'au cours du dosage la dilution du milieu de mesure ne soit pas trop 
grande. 

il est possible d'éliminer t’influence de la dilution en corrigeant tes valeurs lues,, 
L'introduction d'un volume V cm 3 dans la prise d’essai de E cm 3 à doser, crée une dilu- 
tion d'un facteur : 


E -f V 

E + V 

Ainsi, on définit ta conductance corrigée par : G" = G x — — 

V 

X et 1/R varient dans le même sens. Graphiquement, on porte 1/R' ou, la conductance 
corrigée G', car le dosage consiste à suivre la variation de la conductivité, én fonction du 
volume de solution versée.. 


1.3.2. interprétation de courbes de dosage 


Conductance G' 



a) Dçwsflçï d'un «ïc&e faible 


Conductance G 



h) Dngagç d'un reæla-nçpe HÇI-CH^ÇQQH 


TlClht 


ïrial 


Fig. 21,3. Courtes cte lilrage conduclomé! rique 
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Rincer soigneusement le bêcher, la burette et les électrodes avec de l'eau distillée. 

Dans un bêcher introduire : 

É = 20 cm 3 de vinaigre à analyser dilué au 1/lQO ; 50 cm 3 d r eau distillée. 

Verser à la se mi -microburette cm-' par cm' ; une solution d’hydroxyde de sodium è 
0,1 mol, dm 5 préalablement étalonnée par pesée d'un produit pur pour analyses. 

Faite la mesure de la conductance de la solution après chaque addition de soude et agi- 
tation { agitateur magnétique). 

Un dosage potentiométrlque des deux vinaigres peut être réalisé en parallèle aux 
dosages par conductométrie. 


3,3, Questions 

1) Contrôle de la minéralisation d’une eau, 

Calculer la conductivité en mie rosie mens .cmr 1 {pS.cm" 1 ). 

2 ) Dosage de l'acidité de deux vinaigres : 

- tracer sur papier millimétré les courbes G' = f (V. tl| -cm : ); 

- interpréter l'allure des courbes ; 

- déterminer les points équivalents ; 

- calculer la concentration en moles d'acide acétique par litre des deux vinaigres : 

- déterminer le degré d'acidité des deux vinaigres analysés : 

- que* est le degré d'acidité du vinaigre frelaté si l' acidité totale est exprimée en acide 
âc étique 7 


1 ^ — — — MM——— — — n: 


4. MODE OPÉRATOIRE 

: =»= ■ i p 1. 1 ■ i — — ■“ ■ . . ■: Tj — : . r . . ■ ■ ■ ■. t ■ i -r rTi i - Tlv; f . —~t- r 


4.1, Mesure de la conductivité d'une eau 

La conductivité électrique de l'eau (pS.cm 1 ) est donnée par l'expression : 

'l = 1/R x K x (K constante d’étalonnage de la cellule). 

Cette mesure est donnée à 20 *C en France, Pour toute autre température die mesure, 
effectuer la correction suivante : x 2Cf > c = X L *c. x f- 

En annexe du chapitre ; tableau des facteurs de correction f. 

Copyrights 
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4.3. Dosage conductométrique des vinaigres 


* Vinaigre non frelaté : 


Soit v è (cm 3 ) lé volume équivalent, 

La concentration en moles d’acide acétique par dm 3 est - 


v c x c üh - 

^ vinaigré 


Soit m g la masse de E = 20 cm 3 de vinaigre. 

. 100 

Le degré d'acidité du vinaigre est - ■•-OH * X ^a.asétique X 

ÎTI 


* Vinaigre frelaté : 

Soit V tl (cm 3 ) et V eî (cm a ) les volumes équivalents. 

% ^n? ~ Vi f x c on - 

La concentration en moles d'acide acétique par dm est = 

^ vinaigre 

Soit mg la masse de ë = 20 cm 3 de vinaigre. 

-3 100 

Le degré efacidité du vinaigre est : ^oh - x l V c2 - ^tt - 1 acétique * 

m 


_3 ÏUU 

Le degré d'acidité frauduleux est : C ÛH _ x V s2 10 x M a acétiqu0 x 

ni 
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6. EXERCICES 


■ ■ ■■■■?■■¥: ■■ U3T.ZK31LJEEH 


Exercice n* 1 : conductivités équivalentes limites : unités 

Exprimer les conductivités équivasentes limites des ions suivants dans les unités du sys- 
tème international : 

H 4 ; Ày = 350 Sx m^. mol _J ; Na ' ; k n = 50 S .cm-', mol 
Exercice ti° 2 : conductivité équivalente d’un électrolyte fort 

Les conductivtés équivalentes de trois solutions de chlorure de sodium à 10 “ 10" s et 

10 " 3 mçï.dm -3 sont respectivement : il 1, 119, 124 S, cm 2 .mol - 1 . 

Cal cùlef la conductivité équivalente d'une solution infiniment diluëe- 

Données : Na 1- : X 0 * 50 Sxnv.mol • : Cl “ : >. p = 70 cm-', mol " 1 . 

Exercice n 1 3 : dosages coaductomêtriques 

Parmi ses tracés graphiques de la figure 21.4 „ a préciser celui qui correspond au dosage : 

- d'une solution de nitrate d’argent par du chlorure de sodium t 

- d’une solution d'acide chlorhydrique par de I 1 hydroxyde de sodium ; 

- d’une solution de chlorure d'ammonium par de r hydroxyde de sodium ; 

- d'une solution d'acétate de sodium par de i' acide chlorhydrique ; 

- d’une solution de sulfate de sodium par du chlorure de baryum ; 

- d'un mélange de chlorure d'ammonium et d'acide chlorhydrique par de l 'hydroxyde de 
sodium - 

Justifier les réponses. 


Cmxkicliviie »? ê 



N - 2 



triii<lin:iivii.É ^3 



Fig. 21,4. 




Exercice n° 4 : anaSyse de l'eau d'une rivière au niveau d'y ne station d'épuration des 
eaux (taw. 21 JL) 

5 prélèvements ont été réalisés. 

- Prélèvement n 5 1 • au niveau du village, en amont de fa station d'épuration des eaux. 

- Prélèvement n É 2 : en aval de la station d'épuration, 

- Prélèvement n a 3 : à 5 km en aval de la station crépu rat ion. 

- Prélèvement n* 4 : à 10 km en aval de la station d'épuration. 


Tableau 21 A I : 


P&fafrtëttm 


Préfèvemenls 



r?" ? 


n"$ 

T\"4 

Aspaet 

lirîpdte 

légat troubla 

limpide 

impide 

Couleur 

iOMlOf& 

jaunâtre 

insalora 

incolüFe 

Température : C 

a,fi 

10,0 

« ,3 

10,5 

pM 

7.9 

7,9 

7ïi 

7, S 

Conducliviiô ps cm ~ 1 

4S3 

615 

465 

4B2 

Macères En Suspension 
(MES ers mp.dm ~ 5 ) 

12 

6 

< 3 

<3 

Og. (S5SQUS en mp rlm a 

11 

9,0 

0,5 

7,9 

% saturation en O z 

m 

00 

75 

71 

Dertiândie ChiroiqLiB en 

Oxygène {DCO en mg.dm " 3 

i 

OÛ 

t3 

10 

h iota! Kleidaht en mg.cfm - 3 

i 

2 

1 

1 

MHj m rwg.dm -î 

0,06 

0,94 

0,07 

o.os 

Mrtrifës (NO^ j en mg.Qta ' 3 

0.01 

0,0» 

0.06 

0,04 

Mitrales (NOj } ®n mg.dm _ a 

7,2 

3,4 

4,2 

5,4 

PhpspOrwe total en mg.dm“7 

Titré Hytfmtimélrtquo Français 

^O.OS 

6,5 

0.5 

0,4 

(TH F) 

33 

30 

29 

30 

Titre Alcalimâ trique Compfet 
(TAC) 

22,5 

2 m 

22 

23 

Chlorures 

23 

54 

2$ 

24 


Quelles sont les influences du rejet des eaux usées de 9a station d'épuration sur les qua^ 
lités physicochimiques de l'eau de rivière ? 
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3. MODE OPERATOIRE 


■ ■ .a ■ r. i . ™-ji — . i.M. l .. i .■> ■■ i : 1 _ . L u ■■ .'.l - ■ W 


Bien respecter les précautions de sécurité inhérentes à l'utilisation de solvants 
inflammables à vapeurs toxiques. Eviter toute flamme dans le laboratoire et travailler de 
préférence sous hotte. 


3.1. Obtention de l'extrait lipidique total 

* Tarer le ballon de l'extracteur après passage à l'étuve, soit m grammes. 

* Peser une masse de il 'ordre de 1 à 2 grammes de matériel biologique sec et pulvérisé 
dans la cartouche d'extraction, soit m grammes. La cartouche doit être remplie au maxi- 
mum au trois quarts de sa capacité. L'obturer avec du carton hydrophile pour éviter les 
projections de produit. 

* Imprégner la cartouche avec du chioroforme. 

* Remplir le ballon aux deux-t ers de sa capacité avec du chloroforme. 

« Réaliser le montage représenté Sur la figure 22 , 2 . 



Rg. 22 . 2 . Entr-scTeur de Kumggawa 
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4. EXPLOITATION DES RÉSULTATS 


■■■■■■■■■■■■■■■■H 


1) Déterminer la masse de lipides extraite et rapporter cette masse à 100 g de matériel 
biologique sec. Pour le lait en poudre, comparer avec te résultat indiqué sur l'étiquette. 
Conclu ne. 

2;< Analyser les résultats obtenus par CCM. 

Conclure sur la nature des lipides contenus dans les extraits. Tous les spots sont-ils iden- 
tifiables ? 

Comparer les différents extraits analysés. 


5. EXERCICES 


Exercice n ù 1 ï 

Pourquoi l r ex tract ion a-t-elle été faite â chaud ? 

Exercice n° 2 : 

Imaginer une technique permettant une détermination quantitative du taux de phosphore 
lipidique dans l'extrait. 


Exercice n a 3 i 

Dans lé cas d’une extraction liqusde- liquide» comment choisit-on le solvant extracteur ? 
Rappeler la définition du coefficient de partage ? 

Application numérique : à une température donnée, le? solubilités d'un composé A dans 
l’éther et dans l'eau sont respectivement de lû grammes et 4 grammes pour 1ÛÛ cm 3 
de solvant. Si 100 cm 3 d'une solution aqueuse de A contient 4 grammes de ce composé, 
calculer : 

- la masse de A extraite par 100 cm 3 d’éther ; 

- la niasse de Â extraite par deux fois 50 cm 1 d'éther. Conclure. 


TIClhi 
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Le but cette manipulation est de déterminer quelques caractéristiques d'une 

résine : 

* la capacité totale (ail maximale) d'échange ; 

* la constante d'éctiange vis-i-vls de plusieurs cations. 


■ TERMES ET CONCERTS IMPORTANTS : 

* support ou matrice ; 

* groupement fonctionnel et contre-ion ; 

* équilibre et déplacement d'équilibre ; 

* constante d'échange ; 

* accessibilité ; 

* capacité réelle d'échange (ou capacité disponible) et les facteurs dont elle 
dépend ; 

* procédé en batch et chromatographie sur colonne ; 

* régénération. 



1. PRINCIPE 



Une résine sulfonique, échangeuse cationique forte, symbolisé® R-SO- » H * R est mise en 
contact par la technique en batch avec une solution de chlorure symbolisée X + a Cl " a de 
concentration connue. 

Un équilibre d'échange s'établit suivant l'équation : 

r -5>Vr H % + K + s Cl s £ R-S0 3 p X + H % CI ", 

En applicant la loi d'action de masse à cet équilibre, on exprime la constante d'échange 
entre les ions H et X +s, 


K 


x + 

H + 


(X R I 


ex r > oh ; ) (h r ) 

ou - — — 

(Xgî 



qui traduit le coefficient de partition entre Sa phase stationnaire et ia phase mobile. 


* Le dosage des ions N * dans Sa phase liquide (H V ), soit par volumétrie, soit par con- 
ductomêtrie, sort par pHmétre. à l'aide d'une solution étalonnée d'hydroxyde de sodium 
permettra de calculer cette constante et de comparer l'affinité variable de la résine suiv- 
ant la nature chimique cte X *. 

* Pour déterminer la capacité totale d'échange de la résine il suffira de déplacer S'équi- 
libre précédant : 

- en choisissant un cal ion de fane affinité : 

- en l H Ut i lisant à forte concentration ; 

- en dosant les protons libérés en présence de fa résine. 



2. MATÉRIELS ET RÉACTIFS 



* Résine échangeai se cationique forte sous forme acide (par exemple Amberlite IR 120 H) 
desséchée à J 'étuve plus ours heurts à 100 T. 

* Solution de Na ■ Cl - à 0.1 mol .dm “ 

« Solution do K * Cl ' à 0.1 mol, dm \ 

■ Solution de Mg J ' ’ 2 Cl “ à 0,1 mol .dm " 3 . 

* Solution d' hydroxyde de sodium à “ 0,1 moi, dm étalonnée, 

■ BaOj cristallisé. 

* pHmètre ou tond uct i mètre ou burette et solution de phénolphtalélne suivant la méth- 
ode protomëtrique choisie. 


ricin i 


“ J 





3. MODE OPÉRATOIRE 


3,1, Détermination de la capacité totale d'échange 
de la résine 


“ Peser avec précision dans un bêcher 2 g de résine sèche. 

- Ajouter 100 cm 3 d'eau déminéralisée et environ 5 g de BaCf 3 cristallisé. 

- Agiter pendant 15 à 20 min. 

- Doser l'acidité libérée dans la phase liquide en présence de /a résine à l'aide de la 
solution d'hydroxyde de sodium à 0,5 mol, dm “ \ Attendre 2 à 3 minutes la fin du dépla- 
cement d'équilibre. Soit Vcm :î le point d'équivalence. 


3,2* Détermination des constantes de sélectivité vis-à-vis 
des ions Na % K + et Mg 2 + 

1) Peser avec précision dans un bêcher 2 g de résine sèche. 

- Ajouter 1ÜÛ errr d'une solution de chlorure de sodium à Û,1 mol.dm - A 

- Agiter 15 à 20 min pour que l'équilibre s’établisse. 

- Sur une prise d'essai de 20 cm 3 de surnageant, doser l'acidité libérée à raide d'une 
solution d'hydroxyde de sodium â 0,1 mol .dm ' 1 (dilution précise de la solution-mère utili- 
sée précédemment)-. 

Soit V, -t îm 3 le point, d'équilibre. 

2) On opérera de même avec une solution à 0.1 moLdm" 3 de chlorure de potassium et 
une solution à 0,1 mol .dm * de chlorure de magnésium. Soient V K _ cm 3 et V MÉ? + cm 3 
les points d 'équivalence correspondants. 

- On fera un témoin avec 2 g do résine sèche et 100 cm 3 d'eau déminéralisée. Soit 
V T cm 3 le point d'équivalence. 


3*3* Régénération de la résine utilisée 

Elle se fait par déplacement d'équilibre en augmentant de manière très importante la con- 
centration en Hl 


ynqmcd nm 
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S. EXERCICES 


Exercice n" 1 : 

Commun* pourrait-on «utiliser cas résultats pour séparer par chromât ographie sur colonne 
un mélange d'ions Na * et K ^ ? Discuter en particulier les conditions d'élutlûn. 

Exercice n“ 2 : 

D'autres échangeurs d'iions sont de nature polysaccharidique et de type * échangeur 
faible ». La figure 23.1 représente des courbes de titration de différents échangeurs 
placés dans une solution de chlorure de potassium. 




FÏÜ, 23,1, 


- Commenter ces résultats expérimentaux. 

- Discuter les variations de la capacité d'échange en fonction du pH. 

- Comment choisit-on le pH dans le cas de séparation de molécules amphotères ? 

Exercice n° 3 : 

La fiche technique d'un échangeur ÈfiOnS fournie pâr un fabricant parte les indications 
suivantes : très grande efficacité séparative „ macroporosité, distribution granulaire fine et 
étroite, haute résistance mécanique, stabilité chimique et thermique, grande durée de 
vie, non biodégrabilité. 

Discuter les avantages de ces propriétés lors de l'utilisation répétée en chromatographie 
dans un iaboratore. 


'riohtec 
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Le but de la manipulation est : 

* de séparer deux acides aminés de pHi différents par chromatographie sur 
colonne de résine échange use cationique faible, 

• de suivre cette séparation spécifiquement. 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 


• résine échangeas^ de cations faible ; 

• pHi ; 

■ molécule amphotère ; 

• force ionique. 


L PRINCIPE 


Le mélange à analyser contient deux molécules amphotêres : de la tyrosine, acide aminé 
aromatique neutre de pH* = 5,7, présentant un pic d'absorption à 273 nm et de 
i'arginine, acide aminé basique de pHj = 10,8 caractéri sable par une réaction colorée 
spécifique du groupement guanidine : la réaction de Sakaguchi. 

Ces deux: acides aminés sont séparés par passage sur une résine carbox ylique êchan- 
geuse cationique faible, l'Amberlite IRC 50 sous forme sodique, équilibrée en tampon cit- 
rate pM 5.8 à 0.1 mol .dm " 3 . 

A ce pH, la tyrosine est majoritairement sous forme de zwitterion et n'est pas retenue 
alors que l 'arginine, sous forme cationique est fixée (sens 1 de l'équation ci-dessous}. 
L'arginine est ensuite éluée par élut ion i socratique en augmentant la force ionique du 
tampon : tampon citrate de sodium pH 5 r 8 à 0.4 mol. dm - 3 „ ce qui déplace l ‘équilibre 
dans le sens 2. 


/ 


T 


*'■ ^ - ^ COO " Na Â 


\ 


+ Aïy 


2 + 






COO ■ 

+ Arg 

COO- 


2- 

R 


* g Na£ 


/ 


La * filtration - de la tyrosine est suivie par mesure de l'absorbance à 273 nm des dif- 
férentes fractions recueillies. Un dosage calorimétrique de l'arginine par une réaction de 
Sakaguçhi légèrement modifiée permet d'établir un rendement de récupération. 


Ticihicd mi 
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2.2. Matériel 


* Colonne à chromatographie ordinaire de hauteur == 20 cm et de diamètre -= l çm r 

* Cuves spéciales UV,, 

* Tubes * jaugés * à 3 cm 3 . 

* Pulvérisateurs. 

* Capillaires. 

REM ARQUE : CütïiSüiünùemëût dë la réside âvânt un premier emploi : 

- faire gonfler la résine en imitant pendant une heure dans Na 2 C0 3 à 1 mol. dm :i ; 

- percoler sur filtre Buchner en alternant quatre fois HCl à 2 mol.dm ~ 3 et Na 2 C0- 2 à 
1 mol.dm ~ 3 avec un rinçage entre chaque operation. Pour chaque échange . utiliser une 
quantité de réactif au moins égale à 10 fois la capacité maximum d’échange ; 

- puis conserver ia résine dans te tampon utilisé. 


3. MODE OPÉRATOIRE 



3.1, Plan de la manipulation 



* Placer au fond de la colonne un. tampon do laine de verre. 

* Verser lentement la résine en suspension dans lie tampon de manière à obtenir une 
colonne de résine de 15 cm de hauteur en évitant les bulles d'air et les fissures (tapoter 
légèrement la colonne avec un agitateur muni d'un policeman. 

* Vérifier le pN de reffluent de ta colonne. 


Gopyrighted material 


■ Abaisser le niveau du tampon surnageant de manière que Se ménisque soit tangent à 
la surface de la résine. 

Ne jamais laisser la colonne à sec. 

* Déposer délicatement 1 cm 3 du mélange M à analyser à la surface de la résine en évi- 
tant de remettre coîto-d en suspension. 

* Respecter toutes les précautions décrites dans le chapitre 15. 

* Ëluer avec le tampon cîirate pH 5,8. 

* Recueillir les filtrats par fraction de 3 cm J appelés F . . F 2 ... F 1V 

* Régner la vitesse d'écoulement à 1 goutte toutes les 10 secondes. 

* Mesurer l'absorbance à 273 nm de chaque fraction dans une cuve spéciale uv. 

* A l'aide d'un capillaire, déposer à Intervalles réguliers sur deux bandes do papier 
Whatmenn 2 gouttes de chaque ffâeïion F recueillies : 

- une bande sera révélée par la réaction de Gerngross spécifique de la tyrosine ; 

- l'autre bande par la réaction de Sakaguçhi spécifique de l'arginine. 

* Regrouper toutes tes fractions F dans une fiole de 100 em\ Soif F ce filtrat , 

* Remplacer te tampon citrate pH 5.8 à 0,1 mol .dm 3 par du tampon citrate pH 5,8 à 
0.4 mol, dm " 3 , 

* Recueillir l'éluat dans une fiole de 50 cm" 

* Compléter à 50 cm ' avec de Peau déminéralisée. Soit E cet éluat. 


3.2* Indications pour la révélation dos bandes 
de papier Whatmann 

3.2.1. Révélation de fa tyrosine 

* Pulvériser sur la bande la solution d'« nitroso fr naphtol, 

* Sécher dans un courant d'air chaud. 

* Effectuer une seconde vaporisation avec l'acide nitrique à 10 %. 

* Chauffer 3 min à 90 fl C. 

3.2.2. Révélation de !' arginine 

* Pulvériser la réactif obtenu en mélangeant 1 cm 3 de N non à 5 moLdm" 5 avec 10 cm =■ 
de la solution d'a naphtol. 

* Sécher dans un courant d 8 air froid, 

■ Appliquer une pulvérisât ion très légère de td solution d'hypobromite de sodium. 



3.3. Dosage coïorïmétrique de farglnlne dans F et E 


3.3.1. Etalonnage du spectropiiotomètre 

* Préparer une solution fille d'arginine à 1ÜÜ pg.çm ~ 3 à partir de la solution-mère à 
0,5 g. dm ~ 3 . 

• Réaliser l'étalonnage suivant en opérant tube par tube : 

- prise de 0,1 à 0,5 cm : ; 

- eau déminéralisée q s p 0,5 cm- ; 

- MaOH à 3 mol.tfm - 3 : 0,5 cm 3 ; 

- solution d'hydronyquinoléine : 1 cm 3 ; 

- solution de n-bromosuccinimide : Q r 5 cm 3 . 

Agiter et lire l' absorbance à 500 nm 5 min après l 'introduction du dernier réactif {la colo- 
ration est instable). 

3*3.2* Dosage de / 'arginine dans M. F et E 

Faire un calcul de prise et de dilutions éventu elles sachant que Sa mêSange analysé est à 
environ 3 g .dm ~ 3 en arginine. Soient p fa prise et d la dilution. 


4. ANALYSE DES RÉSULTATS 


4.1. Filtration de la tyrosine 

* Tracer la courbe A , ni en fonction des volumes cumulatifs des fractions F. 

* A nalyser l 'al I ure de c et te courbe . 

* La filtration de la îyrosine est -elle terminée à la fraction 15 ? 


4,2, Dosage de l'arginine 


- Calcul de la concentration en Arginine du mélange initial M 



C Arg - — îO ^g.dm 3 
pcf 


vriahted 


ïrial 


- Calcul cfe la quantité déposée q. 


q, t = C^.IQ - 3 nqg 

- CatcuJ de la quantité recueillie éventuellement dans F q ;; 

^ dans F x ICO. 10 - 3 mg 

- Calcul de la quantité recueillie dans E q 3 

fla-C ft[Silïrit; dans E)î 50.10 :i mg 

Pour le calcul de q.. on admettra que lia quantité déposée sur la bande de papier 
Whatmann est négligeable. 

4.3. Conclusions 

4.3.1. Aspect qualitatif 

- Observer les deux bandés révélées et conclu ré sur la qualité de fa séparation. 

- Ces conclusions correspondent elles avec les résultats du dosage de l'arginine dons F ? 

4.3.2. Aspect quantitatif 

dj +■ q a 

- Calculer le pourcentage global de récupérât ion de i'argirtine * 100 

flt 

- Comment pourrait sin améliorer l'on semble de ces résultats ? 


5. EXERCICES 


Exefçiçt n c 1 ; 

Indiquer un autre mode possible d'élution de l'arginine. En discuter les avantages ou les 
inconvénients par rapport é l'élut ion par augmentation de force ionique. 

Exercice n e 2 ; 

Sachant que la quantité de résine utilisée est d'environ 10 gramffiés et que sa capacité 
maximum d'échange est de 2.4 mmol.g -a r vérifier si ta quantité utilisée est suffisante 
dans l'expérience réalisée. 
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the order of elution of amino acids in lhe analyser arc shown in Table I (this order is not 
much affect ed by variations in elution procédure}, The following discussion of this elution 
order, hased on tue charge pro perdes of nie ami no acids. «s somewhat simplifiée! smce it 
wilî not takç inlo account any changes, in pKa nr buffer pH l.hat may occur al normal ope- 
raling températures for the eolumns {50 "C} or under no idéal sol ut on conditions. 

Clearly. the rate of movement of an ami no acid in an ion-ex change column dépends on 
the relative distibution of that ami no acid bEtween the mobile phase (buffer} and the sta- 
tîonary phase (resin). Thus. for any given buffer and température, the rate of elution of an 
ami no acid will be a fonction of the affinity of that amino açid fer bot h the nçgatively çhgr- 
ged fonction al groups of the resin and for the hydrophobie, aromatic backbone. Buffer 
concentration affects affinity by al te ring the concentration of cation competing with amino 
acid fer the SQ 3 groups. Buffer pH affects affïnity by ailering the State of ion dation of the 
amino acid ; ne rosse d positive charge promûtes attraction arid delays elution, whille 
increased négative charge decreases affinity. 

Am no acids are loâded on to the column in pH 2.2 buffer, 50 that the qc- arrima groups of 
ali amino acids and the si de chai ns of the basse amino acids will hâve a fuii positive 
charge (Table 3). With the exception of the fijlly ionized first carboxyl of cystine. ail H-car- 
boxyls will hâve net charges of - 0.24 to - Û.75. The sul phonie acid side chain of cysteic 
acid will hâve a net. charge of - 0.89, but side chain carboxyte will bave charges of only 
- 0.03 (aspnrtic acid) and - 0.01 (gfetamjç acid). Thus cysteic acid bas a net négative 
charge (= 0.54) and U rapidly efuted from lhe column. But ajJ ofher amino acids will hâve 
signifïcant net positive charges (from 4 0.3 to + 1.5} and will blnd to the resin by ionic 
interaction with the SO , groups. 

In the long column, elution is initiated with pH 3.25 buffer. This does not decrease the 
positive charge on basic groups signifie antly. but ificreases the négative charge on the 
carboxyl groups. Thus ri-carboxyl groups wiJI hâve net charges of - 0.78 to - 0.97, while 
side chai ri carboxyfis will hâve charges of - 0.29 (aspartic acid) and - 0.09 (giutamic acid). 
So al pH 3,25, aspartic acid is the only remalnlng amino acid with a signifie ant net néga- 
tive charge (- 0.24} and is the next to he cl ut 00 . Contrary to statements in some texts. 
gfutamrc acid is almost neutral (net Charge - 0.01), and is eSuted together with neuf rail 
amino acids {net charge + 0.03 to + 0,22} r Sonie of the neutral amino acids are more 
retarded, so that buffer pH is inçreased to pH 4 . 25 (Table I), reducing the net charge of 
the remaming neutral amino acids to + 0.01 or less. and eluting thern rnore rapidly from 
the column, 

Given lhe very small differentes {< 0.04 pH units) in lhe prta values of the tn-carboxyls of 
the oliphatic amino acids (glycine, alanine, valine, isoieucine and feue i ne), it is Iwd to 
ex pl a in their séparation hssed on charge différences alone. From the order of their elu- 
tion, one is foreed îû eemclude that se parai ion is based on hydrophobie Interactions with 
the resin matrix. The importance of non-i ortie interactions h as been recogniæd by Stein 
and Moore [8], who noted that the elution order of neutral amino acids form suiphonated 
polystyrenE eolumns (with a hydrophobie matrix) was the reverse of the elution order from 
starch cûlumns (with a hydrophilie matrix). It is further supporled ex périment a lly by 
absorption studios wiih highly swolfen gels, whrch suggested the occurence of interac- 
tions between Lhe slde-chams of neulraS amino acids and the resin matrix involving disper- 
sion forces [9], 
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The basic ami no acids still hâve net positive charge at this pH and are retarder) by the 
r-e&in. but may nonetheiess be etuted out at the higher concentrations. (0.35 N) of 
sodium. The amino acid with the most basic side-chain, arginine, is retained the longest 
by t he colum. Altnoug the t-ammo group of lysine has a mue h higher pMa than the imida- 
zole side-chain of histidine, the different élut ion orders of these two amino acids in van- 
ous Systems [2>4J may be rationalized in ternis of the relative contributions of .on c inter- 
actions (Le. side-chaln pKa différences) and non-ionic interactions (e, g. iwi interactions of 
imidazoto side-chgin) fowards séparation in different Systems, 

Although the importance of non-ionic interactions, in addition lo iônic Interactions, has y et 
to be appreciated by many textbooh authors, it is a tribute to the eariy pioneers ibat. 
more than 20 years later, ion-exchange chromatography invol ving sulphonated polystyrène 
resins and citrate bufîers remains the standard method for ami no acid séparation and 
quant dation. Moneover, improvements in tec hnology now enable 0.1 nmol of a protein 
hydrolysate to be analysed in iess than one hour [4], compared to the 100-200 nmol and 
24 h required original ly [1]. 
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CORRECTION DES EXERCICES 


mmrnÊmmmmmimmm 


Exercice r" 1 ; 

ElutrOn par augmentation de pH pour passer de Arg 2 4 à Ârg ô . 

Exercice n u 2 : 

Quantité déposée à calculer en fonction des résultats obtenus {environ O h Û2 immole). 

Donc large excès de résine puisque la capacité totale de la résine utilisée correspond 
24 mmoles. 
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La g-galactosidase (g-D galactoside galactohydrolase, E.C 3.2.1.23, I acta se) 
6' Eschetichia coli catalyse l'hydrolyse du lactose en glucose et galactose. 

Ayant une spécificité de substrat large, cette enzyme hydrolyse aussi les 
g galactosfdes T substrats synthétiques comme l’ûrthonEtrûphényf B-D galac- 
toside (ON PG) ou le paranitrophënyl B D gaiactoslde ( PNPG). 

Réaction catalysée en présence d ONPG : 


CH y OH 





Orthonitrophényi (ï D-galactosïde 


D-galactose 


□rlhonritrophénol 


L'orthonitrophènol (ONP) formé au cours de la réaction d'hydrolyse est Jaune en 
milieu alcalin et présente un maximum d'absorption à 420 nm. 

Le but de la manipulation est : 

• de déterminer les paramètres cinétiques {K H et V M ) de l'enzyme ; 

• d’étudier l’influence de la concentration en enzyme ; 

• d’étudier l’Influence de la nature du substrat. 


1. PRINCIPE 


1,1. Relation entre la vitesse initiale et la concentration 
en substrat 

Pour les réactions enzymatiques à un substrat (rares) ou à deux substrats avec un -des 
substrats en concentration pratiquement constante (fréquents), la courbe VI - f ([SJ (-tlp[e ) 
est très souvent une branche d’hyperbole d’équation : 

Vw ^ liniEiate 
VS = 

K^i t [ S liniçi^i^. 

V M et K m sont deux constantes cinétiques qui peuvent être déterminées graphiquement 
pour une concentration donnée en enzyme, 
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2. RÉACTIFS 


■ 'Ti. 


* Tampon phosphaté de Na 0,1 moKdm ~ pHT : 

Nâ 2 HPQ 4 ,, 12 H.,0 (masse molaire = 358 g.mol ~ 1 ) 0,06 mol .dm " 3 , sort 21,48 g.drrt " 3 

NaH 2 P0 4 , 2 HjO (mass# mol aire - 1 56 g .mol - 1 ) 0 , 04 mol -dm " 3 „ sort 6 ,24 g -dm ' 3 

KCI (masse molaire = 74.6g.mol _ 1 ) 0.01 mol .dm -3 , soit 0,746 g.dm - 3 

MgCU 6H 2 0 (masse mo-lair# - 203.31 g, mol 1 ) 10 3 mol -dm- 3 , soit 0,203 g, dm” 3 

6 mercaptoêthanol 0,05 mol .dm -3 , soit 3,55 cm 3 

H 2 0 qsp 1 dm 3 

pH7 


* Solution de 8-galac tosidase d'E.coü à 2 mg de lyophilisât à 600 Ul.mg “ 1 dans 1 dm 3 
de tampon phosphate 0,1 moi-dm" 3 pH7 (sort 1,2 ui-cm ~ 3 }. 

* Solution d'orthonitropnénol f ONP, masse molaire = 139,11 g. mol " 1 ) à 10“ 3 mol. dm ~ 3 
en tampon phosphate. 

* Solution de paranitrophênoi (PNP, masse molaire = 139,11 g .mol “ 1 ) à 10“ 3 mol-dm “ 3 
en tampon phosphate. 

* Solution d’onhonitroph ënytJS - D-gaiac i osïde (ONP G, masse molaire = 301,26 g.mol " 1 ;i 
à 2-10 ” 3 mol. dm “ :i en tampon phosphate pH7. 

* Solution de paranitrophényl-S-D-galactoside (PNP G, masse molaire - 301,26 g.mol “ i ) 
à 2,10“ 3 mol. dm - 3 en tampon phosphate pH7. 

* SoJtrticn de carbonate de sodium (Na,ÇQ 3 , masse molaire - 106 g.mol _ 1 ) I 
1 moi.dm ~ 3 , 

REMARQUE : utiliser de ('eau dot i liée (eu bidistillée ou eau de Votvic ) pour préparer les 
solutions. Peau déminéralisée peut contenir des inhibiteurs de la fà-gaf&etosidase non 
refends par les résine s échangeu ses d’ions. 
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3. FICHE TECHNIQUE 


3.1. Détermination des constantes {K M ) et { V M > 
de l'enzyme 

3.1.1, Gamme étalon d'orthonitrophénol 

Préparer,, à partir d'une solution d'orthonitrophénol (ONP) â 10" 3 mol .dm ~ 3 , une gamme 
contenant de 0 à i |_onol d'ONP par tube. 

Composition du témoin réactif : 

- tampon phosphate 0 f l mol.dm _â f pH 7 ; 3 cm s ; 

- solution de MaXQ a 1 moLcSm -3 : 1cm 3 . 

Lire Fes ab&orbances â 420 nm. 

3.1.2, Détermination des paramètres cinétiques 

Préparer S tubes à essais en respectant te protocole expérimentât du tableau 25 J. 


Tableau 25.1. 


Tuées n " 

n 

1 

2 

3 

4 

S 

6 

7 

Tampon phosphate 









0,1 mpldm 2 pH'? (fçm 3 | 

2 

1.9 

l.fl 

1,7 

1.6 

1.4 

1.2 

1 

Sdution d'OMPG laraponnéa pH7 









à 2. 10 3 mol r#m (cm 3 ) 

0 

00 

0,2 

0,3 

0,4 

0.6 

0.6 

1 

Préchauffer 5 min à 30 : C 

Solution dé R-galàctoSidâ&e (cm 1 ] 

t 

1 

1 

i 

î 

1 

1 

1 

ircuiïer à 30 C pendant 2 min 

Solution de Na^GCXj 









à imoi.dm " 3 (cm 3 ! 

1 

1 

1 

1 

% 

1 

1 

1 


^opyriqhted 


Lire les absorbances a 420 nm. 














3.2, Influence de la cencentratien en B-galactosidase 
sur la vitesse de la réaction enzymatique 

Réaliser une série d'essais avec des concentrations croissantes en fô^alactoisrdase, les 
autres conditions opératoires étant identiques pour tous les essais (tabi 25.il.}. 


Tableau 25*11. 


Tubas rï' = 

0 

f 

2 

3 

4 

5 

Ë 

1 

$ 

Tampon phosphate 
o, i mc4.dm " 3 pH7 (em 3 ) 

2 

1.95 

1,90 

1 ,80 

1,60 

140 

1,20 

1 ,00 

0,00 

Solution d'ONPiG tamponnée pH7 
à 2.1 0~ 3 mot dm - 3 (cm 3 f 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Solution de Éj-galecioeidese |on J ) 

0 

O PS 

0,10 

0,20 

0.40 

0,50 

o,so 

1,00 

120 


locubor- il w 

■C pondant 2 min 





Solution de Wa f ÇOj 










à 1 moi. dm _ 3 (cm 3 ) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 


Lire les absorbances â 420 nm, 

3.3. Influence de la nature du substrat 

Procéder comme en 3.1 mais en présence de paranitrophénol pour la gamme d'étalon- 
nage et de paranit rophény 1-8- D-galac toside pour la détermination des paramètres, 
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UH>^^pyipirikamp<?nM-np4l' 


t-m m.v wm.. — — J — — 


4. RÉSULTATS 

HW— P^— WgqfWl^Ji — — — ■■ .: :"™"- -u J-?> J ^IPVHBUKI 


4.1. Détermination de K m et V M de la 15-gal actes idase 

4.1.1. Gamme étalon en nrtfiQnffropAéno/ 

- Donner se tableau de composition des tubes de la gamme d'étalonnage en ONP, 

" Tracer la courbe représentant la variation de l'absorbance à 420 nm en fonction du 
nombre de micromoles d'QNP présentes dans le milieu réactionnel, 

4.1.2. Détermination des paramètres cinétiques de ia B-gaiactasidase 

1} Compléter le tableau 25JU. 

Tableau 25.111. 

|SJ= IONPG] en mol. dm 3 
dans le milieu réactionnel 

Abs-orbancss à 420- nm 

1,'IS] = 1 [QNPGJ en dm 3 , me) " 1 

1 ■' A 

2) T racer la courbe 1/A - fi 1/[SJ). 

3} Déterminer graphiquement et v M . 

4) Vérifier si la concentration en substrat [ O N PG ] = 2.10 ‘ 1 mol. dm ’ 3 est saturante. 

5} Déterminer l'activité de l'extrait enzymatique en unités i nternattona les/c m V 


4.2. Influence de la concentration en f§-gal actes idase 
sur la vitesse de la réaction enzymatique 

1} Compléter le tableau 25. (V. 

Tableau 2 5. IV. 

tcmconlratjcm de la l^gaiaetosidasa 
■en mg.drn ' 3 

A à 420 nm 

pmol Û-NP hbénôes par mm 


TIQh: 
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La vitesse maximale V M déterminée graphiquement est exprimée en A de l'ONP formé par 
1 cm 3 de solution enzymatique, après 2 min d'incubation. 

Par report de l'absorbance A sur la courbe d'étal gnnage élaborée en 3,1,1,, on détermine 
le nombre de p mol es d'ONP formées (soit X pmol). 

L'activité de Tenante est : x/2 Ul.par cm 3 d'enzyme ou : X/2 x 10 - & x 1/60 x 1Q 3 
kat.clm _ 3 de solution enzymatique, 

[S] saturante si > 10 K M , 


5.2, Influence de la corccent ration en 0-galactosidase 
sur la vitesse de la réaction enzymatique 


91 est conseillé de décaler les apports d'enzyme et de Kn-.CC 1 - comme indiqué au § 5,1,2, 

Par report des absorbances mesurées à 420 nm, sur la courbe d’étalonnage de 3'OMP 
élaborée au § 3-1-1-, on détermine le nombre de micromolés d'ONP formées dans le 
milieu réactionnel par chaque quantité d'enzyme. 

Vitesse de réaction exprimée en umol.mln - 1 = 1/2 x x um „, „ w 

Courbe théorique du nombre de micromoles d'ONP libérées par minute et dans les 
milieux réactionnels (tàbl. 25 JX.) : soit une enzyme commerciale à 600 Ul par mg. La 
solution enzymatique est à 2 mg.dm soit 1 200 Ul-dm - 3 ou 1,2 Ul par cm 3 . 


Tableau 25, IX. 


Solution de (î-gfllatlosrdasç (cm 3 ) 

0 

0,05 

0.10 

0,20 

0,40 





Ul lbéDriquES cfans les cuves 

0 

0.050 

0.12 

0,24 

0.40 





lî-gàlâ.do&idâÊHEJ qm en qg 

0 

0,1 

0,2 

0.4 





■ 


Tout écart entre la courbe expérimentale ét la courbe théorique peut être dû soit à des 
erreurs de manipulation, soit à une dégradation de l'enzyme stockée. 

L’activité spécifique de l'enzyme en Ul.mg ~ 1 correspond à lâ pente de la courbe 
pmol.min ’ 1 = f (qm enzyme] _ 

Apmol.mln a 

= x 10 

dp g d'enzyme 
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La phosphatase alcaline (E, 0,3, 1.3,1) catalyse l'hydrolyse des monoesters 
orihophospiteriques. 

Le substrat utilisé pour étudier les paramètres cinétiques de l'enzyme est le 
paranltrophinyl phosphate disodlque (PNP P, masse molaire = 371,15 g. mol 1 ). 

Le paranitrophënol (PNP) formé au cours de la réaction d'hydrolyse est jaune 
en milieu alcalin et présent# un pic d'absorption vers 405 nm à pH 9 h 8, 

* Réaction catalysée : 



pafanrtrûphényiphQaphate diadique 
FNPP incolore 


paranibophénol = PNP 
[faune en milieu alcalin) 


rum 


Le pH optimum d# l'enzyme se situe entre pu 9 et pH I0 t 5, 

Foui maintenir le pH constant au cours de la réaction d 'hydrolyse, le milieu est 
tamponné à pH 9,8 par un tampon di éthanol amine (DEA). 

La diêthanolamlne est un agent transphosphorylant capable de fixer les Ions 
phosphates libérés au cours d# ta catalyse enzymatique i 


PNPP + QEA-GH — — PNP + DEA-O-P 

Le substrat introduit non dilué dans le milieu réactionnel est en concentration 
saturant# par rapport a l'enzyme. 

D'autres tampons peuvent être également utilisés : Trls-HCI ou |pyclne-NaOH. 

• Méthode de mesure de la vitesse de réaction : méthode en continu. 

On suit au speetroptiotomèfre la formation du produit en fonction du temps : 
l'absorbance est enregistrée en contint) (en manuel ou avec un enregistreur 
couplé au s pectro photomètre] dans des conditions de vitesse Initiale. A = f m 
est une droite. 


Tlühî 


trial 


Hidden page 



En appliquait la relation (3} : 

* à la température absolue T L : 


Ln k ?fTi ; - 


e a Vv 

Ln H = Ln 

RTi ÏE t ] 


■ à la température absolue T 2 : 


Ln k„ r , = Ln K = Ln 

^ RT, [E,l 


*- n ^2(ïj| Ln ^2i.ïp 


Ln K - 


Ln K - 


E a ' 


= Ln 


Ï T 2 > 


Ln 


V 



RT : 

-J l 


RT t 

J 


l E T'I 


Ex 

_ E„ 

f ' 1 

i ï 


e a 

VM 

RI, 

RT, 

R 


h; 


R 

T, - T J 


Ln 






Ln 

V 


D'où : 



x Ln 


i. 


2 - 


2 Oi) 



x. Ln 


V M (Tji 

V m iT l i 


Ln V M 

I 



]_ 

T 


fl g. MX Détermination graphique do E t 


v m crj 

Ln 

[ e t3 
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ou encore 


e A 


2,303 R 



* lg 


ïî 2 J 
V M -T. ;• 


Détermination de E Â par représentation graphique [ftg. 26 . 1 ) 

SI la vitesse de réaction est mesurée pour plusieurs températures d'incubation, la rela- 
tion (3} peut être représentée graphiquement : c’est il 'équation d'une droite du type 
y = - ax + b . 


Ln 



E* 

U K - — 
RT 


Ea 1 

— x — + Ln K 
R T 


La pente de la courbe 

RI 

graphique de E A en kJ,moi ; " 1 



(ou Ln V M ï = f (1 /Tl permet une détermination 


Détermination du Q 10 


Q, 0 : coefficient d'augmentation de l'activité quand la température d’incubation augmente 
de 10 Ù C entre Î . L et T r 


D fc ôù ; 




x Ln 


V M T-j 
V M iTjj 


V 

m ir 2 i 
V w i.\i 



Qto “ e 


'-t, 10 

F X T^T 2 


10 E. 


soit Ln Q. n - 


10 VV R 


En général Q |ia =■= 2 : la vitesse de réaction est doublée quand la température est augmen- 
tée de 1Û X dans un domaine dé températures Ou la dénaturation de l'enzyme n'inteo 
fèro pas. 
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ftg. 2È.3. Détermination de K, 


Le plus souvent., les inhibiteurs compétitifs sont des analogues structuraux du substrat - 
ils entrent en compétition avec le substrat pour se fixer sur le site actif de l'eniynoe. 

Dans certains cas, le produit dp la réaction enzymatique ressemble suffisamment au 
substrat pour être lui-même un inhibiteur compétitif de l'enzyme i f>g. 26.4,), 


L 'inhibiteur el le substrat «mit de? analogues st ruct ura** : 



E 



E 


+ 


+ 



□ 

i 






Q + ^ 

E P 



E 


+ 



P 


righted 



Rg 26.4. Représentations sc hémat sques. de l 'inhibition compét it i'/e 



1.2.2. inhibition non compétitive 


Paramètres cinétiques en présence de i 'inhibiteur non compétitif 

[ftg. 26.5. et 26.6.) 

K m est inchangée. 

V u est diminuée- 


* Equation 6e Michaelis-Menten 

V, 


Vi = 


1 V. 


[S] 


V 


(1 + IN/K.J K m + [S] 


avec V 


M 


M 


(i + [I1/K.J 


* Equation 6e Unmvemer-Burk 


K 


Mil 
x ■+ 


vi' V H [S| V 


M 


Détermination de K, 


11 11 
' {1 + [>]/K, | = - — — [I] + 


Y y 

* M v M 




M 




ai Représentations de Michæhs Lu Représentations de Lincwutfvur-Burk 

(1) sans mhibileur : i2) en présence d'un inhibiteur non compétitif à la concentration (IJ, 

Fig. 26,5, Etude cinétique de l 'effet d'un inhibiteur non compétitif 
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Equation de Michaelis-Menten 


V! - 


'M 


[S] 


u + [i]/k. j 


K 


M 


a + [ii/K. s 


[S] 


avec V r M = 


M 


K 


d + [l]/K,) 


* k ^m = 


M 


d + l l]/K. > 


* Equation de LmeweaverBink 

1 

vi 



1 

Üï 


+ 


1 



D'autre part : 


K'm _ C1+ [IJ/K, » _ K m 

V^ _ V M (1+ ir]/K,J “ 

La pente de (a courbe de Lineweaver-Burk n'est pas modifiée par la présence cT un inhibi- 
teur jncpjïipëtitîf r 


* Détermination de K, 

1 




(1+ fl]/K,) = [IJ -+ 

V H ' K, 




K 


(1 + Il)/K, ] = 


m 


' K , 


[I] + 


K 


M 



Ky, Km [ 5] iniusle 



ai Représentât ioris de M ichæli-s-%1 enî en b) Représenta* ions de Line» eawi Ouf k 

(1> sans inhibiteur en présence fTun inhibiteur inccmpêlilif à la concentration fil 


Flfi. 26.8. Etude cinétique de l'effet tf'un inhibiteur întempétitif 
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2. RÉACTIFS 


* Tampon diêthanoiamine pH = 9,8 (tampon DEA commercialisé prêt à remploi) ; 

- diét hanoï ami ne à 1 mol .dm ' 5 ; 

- MgCl^ à 0,5 mitioLdm " s ; 

- agent conservateur. 

* Solution de phosphatase aie aline (PAL) : i partir d'une solution commerciale à 
10 rng.cm ~ 3 , préparer une solution de phosphatase alcaline à 50 pg dans 100 cm 3 
d'une solution de sulfate d' ammonium à 50 g, dm -3 . A conserver dans de la glace fon- 
dante l> 4 "G), 

■ Solution de paraniirophénySphûsphâte dssodipue (PlNPP ; masse molaire = 371,15 
g.mol - H à 5 10 ~ s mol. dm _ 3 . 

* Solution de monohydmgënophasphate de sodium (Ma 2 HP0 4 , 12 H ? 0 : masse molaire 
353 g. mp| - 1 j i 10 ' 2 mol. dm ~ A 

* Solution de L phénytalamne (masse molaire : 165 g.mol - 1 ) à 15 g. dm ~ 3 ; ajouter 
quelques gouttes d'acide chlorhydrique pour dissoudre, si nécessaire. 


3. MODE OPÉRATOIRE 


Réglages du spectrophotomètre : utiliser un spec t rn ohot omet re couplé à un enregistreur 
et permettant une thermorégulation. Choisir un défilement du papier voisin de 
60 mm/min et un réglage de l'échelle des absorbances tel que ; 100 rrmn correspondent 
à a = i. 

Il est également possible de travailler en manuel à la température du laboratoire {sauf 
S 3.2}. 

Sélectionner la longueur d'onde : K = 405 nm. 

Utiliser des cuves propres et sèches de 1 cm de trajet optique. 

Faire le réglage du zéro sur de l'eau dist illée. 


TIQhl 
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3,5, influence de la présence d'un effecteur : 
les Ions phosphates 


Préparer une gamme de dilutions du substrat en tampon pH 9,3 * 1 < d < 50, 

Dans dés cuves, introduire les milieux réactionnels suivants ; 

- substrat dilué : I cm 3 ; 

- tampon pH 9,8 : 1 cm 3 ; 

- solution de Na ? HP0 4 : 1 cm 3 . 

Déclencher la réaction en ajoutant : 

- PAL : 0,5 cm 3 . 

Pour chaque dilution du substrat, mesurer 3 'absorbance en fonction du temps. 


3.6. Influence de la présence d'un effecteur : 
la l phénylalanine 


Préparer une gamme de dilutions du substrat en tampon pM 9,8 : 1 < d < 50. 

Dans clés çuwes. introduire les milieux réactionnels suivants : 

- substrat dilué : 1 cm 3 ; 

- tampon pH 9,8 : 1 cm 3, ; 

- solution de L phénylalanine : 1 cm 3 . 

Déclencher Sa réaction en ajoutant : 

- PAL : 0,5 cm 3 . 

Pour chaque dilution du substrat, mesurer l 'absorbance en fonction du temps. 


4. RÉSULTATS 


4.1. Courbe : A s f (t) 

- Commenter la courbe A = f (t) 

- Calculer la vitesse Initiale de la réaction étudiée en pnriol de PNP formées par minute et 
par cm 3 ou jjg d'enzyme. 
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4.4* I nfri i bit ions enzymatiques 


- Donner sous forme de tableau la réalisation des dilutions du substrat. 

- Compléter le tableau de résultats (tabl. 26M.). 

Tableau 26 . 11 . 

1 >1$J dm^mol - 1 

En présence des ions phasphaSss 
Vi €ns \A min" 1 
i .'Vi en mln.aA - 1 

En prèiérlcfi da la phênylalanine 
Vi çn JA. min - 1 
1 ,'VI en min ,\A " 1 


- Tracer sur une même feuille de papier millimétré les 3 courbes : 1/Vi =f(l/[S]). 

- Déterminer les constantes cinétiques K M en mol .dm " 3 et V M en micromoles de P NPP 
hydrolysées par minute et par cm 1 de solution enzymatique, en absence el en présence 
des effecteurs, 

- Quelles sont les influences des ’Oris phosphates et de la L phênylalanine sur les para- 
mètres cinétiques v M et k m de l’enzyme ? 

Quel type d' inhibition engendrent- ils ? 

- Calculer pour les deux effecteurs étudiés la constante d'inhibition K en mol .dm _3 . 
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5.4. Inhibitions enzymatiques 


5,4,1, Exemple de tableau de réalisation des dilutions du substrats 

il faut 3 x i cm a de chaque dilution oour étudier les effets des inhibiteurs sur la cinétique 
(fafcf. 26MI.}. 

(En rsison du pu/ de revient du tampon DEA, préparer des volumes dé dîhrtion inférieurs 
à 5 cm 5 .) 

Tableau 26,111. 


Coefficient <fe tUtutfon : W 

I 

V2 

1/4 

l/S 

1/1 4 

1/20 

1/28 

im 

1/50 

Solution de PU PP (cm 3 ) 

3 

2 


o.s 

0,3 

0,2 

0,2 

0.1 

0.1 

Tgmppfi DEA pH &,& (cm 3 ) 

l/fS] in lï-ele dans le milieu reeotionnel 

dmAmol ' 1 

[ Sj = 5.10 - 3 x IftJx 1/3,5 


2 

•3 

3,5 

3.9 

3.6 

5,4 

3,9 

4,9 

1/[S] -dX 3,5/5.10-* = 70 d 

70 

140 

2$0 

5$0 

990 

1 400 

1 900 

2 SQ0 

3 500 


- Homogénéiser puis préparer trois séries de 9 cuves correspondant aux protocoles 
indiqués sur la figure 26.11, 


1 cm 1 de dilution substrat 
a cm 1 de tampon dea, pu s, s 


1 cm 3 de dilution substrat 
1 cm 3 de tampon DEA pH @,B 
1 cm 3 de solution phosphate 


1 cm 3 dé dilutian SufeÈtraî 
1 cm 3 de tampon DEA pH S,8 
1 cm 3 dé l phénytaismine 


+ 


I 



Fig. 26.11, 


- Homogénéiser. 

- Déclencher la réaction en ajoutant pour chaque essai 0,5 cm :i d’enzyme. 


5.4,2. Influence des effecteurs 


Les V M sont déterminés en AA. min " a à partir des c ouïtes 1/Vi = f (l/i’âl) (cf. 1 5.1) 


„ , - 1 - a AA 1 6 3,5 . 3 AA 

en pmoLmin .cm - — x - — j 10 x-“ x 10 = 0.378 

M AI e x I e At 
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Détermination de Utiliser les relations ; 


K'M^Kud+m/KJ et 


u 




r M 


[I + [ijj/K, j 


6. EXERCICE 


Etude de la phosphatase alcaline ü'Escfterichia colt (extrait sujet concours générai) 

1 : détermination de la masse molaire de phosphatase alcaline 

On détermine la masse molaire M„ de la phosphatase alcaline purifiée par chromatogra- 
phie d'exdusion-diffusion (tamisage moléculaire) sur une colonne de poiydextran 
(Sephadex tamponnée à pH 7,5 et préalablement étalonnée â 1‘aide de protéines 

de masse molaire connue {tabl. 26JV.). 

Tableau 26 J V, 


Pméims 

Masse mot air? 
g mot- 1 

Vos. OéitiSioft erré 

Cylochrotfïw C 

13 m 

2ÛS 

Myoglobine 

saooo 

19kl 

Ovùlftufflirt* 

43 000 

167 

Malais déstïydrogén&w 

s&ooo 

156 

Aldalase 

145 ÜOC 

126 

Phosphatase* alcaline 

- 

146 


- Tracer la court® d'étalonnage volume d' élut ion en fonction d® log M, 

- En déduire la masse molaire de la phosphatase alcaline purifiée. 

2 : étude cinétique d'un extrait purifié dilué de phosphatase alcaline 

1) Détermination du coefficient d 'absorbance molaire du PHP B 405 nm 

On dispose d’une solution] mère de PNP à 5.10 _ 3 mol. dm de tampon pH 9, S et on 
prépare la gammé colorimétrique du tableau 26 . V. 




Tableau 26.1V. 


Tubes 

1 

2 

J 

4 

5 

Sokilon de PHP diluée IM lois tcm a ) 

C 

2 

4 

6 

0 

Eau distillée (cm 3 ) 

B 

7 

E 

3 

1 

Tampon pH 9,8 |cm 3 ) 

1 

1 

1 

1 

1 

Absorbance à 405 nm 

0 

0.1W 

o :m 

0.539 

0.?£0 


- Tracer la courtes représentant la variât ion de J 'absorbance à 405 nm en fonction de la 
concentration du PMP exprimée en mmoljdm -3 , 

- Calculer l'absorbance linéique molaire ë^ nin du PNP en dm 3 . mol ■ 1 .cm " 1 (les lec- 
tures d'absorbance sont réalisées en cuves de 1 cm de trajet optique). 


2) Déterminer des paramètres cirnéîrtjues dû l'extrait enzymatique purifié 


A partir d'une solution mère de P NPP, S 0 , à 12.7045 g.dm“ 3 [254,09 g. moi - 1 ), on pré- 
pare, en tampon pH 9.8, de façon indépendante, les Cinq dilutions initiales su vantes : 


Dilution au demi 
Dilution au dixième 
Dilution au vingtième 
Dilution au quarantième 
Dilution au quatre-vingtième 


Solution SI 
Solution S2 
Solution S3 
Solution S4 
Solution S5 


On dispose d'un spEctrophotomètre réglé à 405 nm et équipé d’une thermccuve à 37 *C 
et d'un enregistreur. 


Le protocole de l'étude cinétique est le suivant : 
introduire dans un tube à essais ; 

- 2cm- 3 de tampon pH ; 

- 1 cm 3 de solution de PNPP, 


Agiter, préincuber 5 min a 37 C 'C, 

Déclencher sa réaction par addition de 0,5 cm 1 d'extrait enzymatique. 

Enregistrer l'évolution de l'absorbance à 405 nm en fonction du temps, dans une cuve 
thermostatée de 1 cm de trajet optique. 

Les résultats obtenus pour les six solutions de P NPP [de S 0 à S 5 ) figurent sur la figure 
26.12. 
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Réglages de li'en? agislreu r : 10 cto = Û.5 unités d'aJbsmtianca : délitement du papier = 40 mm par minuté. 

Fig. 26.12 


- Définir la vitesse initiale d'une réaction enzymatique et vérifier que les conditions de le 
mesure de cette vitesse initiale sont bien respectées dans le protocole opératoire. 

- Donner l'expression ttèraSe de la vitesse de réaction en pmûl.mln “ J .dm -a d’extrait 
enzymatique en fonction cfe la variation d'absorbance à 405 nm par minute (AA. min - 1 ). 

- En utilisant un mode de représentation convenable, déterminer K M (en mmohdm ■ 3 j et 
V v (en pmql.roin '.dm - 3 ) : quelle est la signification de chacun de ces deux paramétres ? 

3} Calcul de î 'activité spécifique, AS, de l'extrait enzymatique purifié 

On introduit dans un matras de minéralisation : 

- 10 cm 5 de l'extrait enzymatique ; 

- 1 cm 3 d'acide sulfurique concentré : 

- û f 5 g de sulfate de potassium : 

- une swinte de spatule de catalyseur de minéralisation. 

On minéralisé, puis, après addition d'un excès d' hydroxyde de sodium. Je mrnéralisat est 
dsstülë et l'ammoniac est recueilli dans 20 cm- de solution aqueuse d'acide sulfurique à 
0.0110 mol .dm - 3 (à 1 % près) ; l'excès d'acide est litre par 17,85 cm- d'une solution 
aqueuse d’hydroxyde de sodium. 
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- Calculer la concentration protéique de l'extrait enzymatique. 

- En déduire i' activité spécifique, AS, en nkat.mg -1 de protéine. 

Données ; 

Réalisation d'un témoin : E H = 10 cm 3 v Na0H = 12 P 50 cm 3 ; 

M n = 14 g.mol " 1 ; 

la teneur moyenne en azote des protéines est de 16 % ; 

la phosphatase alcaline est le seul constituant azoté de l'extrait enzymatique. 

4) Etude de deux effecteurs inhibiteurs de la phosphatase alcaline 

- N<? -HP 0 4 

Protocole opératoire * 

- 1 cm 3 de tampon pH 9.S ; 

- 1 cm 3 solution Ma 2 HP0 4 (2 mmol.dm - a ) : 

- t cm 3 solution PNPP ; 

- agiter ; préingu ber 5 msn à 37 È C : 

- déclencher la réaction par addition de 0,5 cm 3 d'extrait enzymatique ë ; 

- enregistrer l'évolution de l'absorbance à 405 rtm en fonction du temps en cuve de 
1 cm de trajet optique. 

Résultats (tableau 26. VI. ) 

Tableau 26. VI. 


COnceJTtrffNons en PNPP initiales 

SS 

Si i 

54 

£5 

AÀ.min " * 

0.130 

0.076 

0.041 

0.022 


- L phénylalanine 

Protocole opératoire 1 

- 1 crn 3 de tampon pH 9,8 ; 

- 1 cm 3 solution L phénylalanine (2 mmol.dm - 3 ) ; 

- 1cm 3 solution PNPP ; 

- agiter ; préincuber 5 min à 37 fr € ; 

- déclencher la réaction par addition de 0,5 cm 3 d'extrait enzymatique E ; 

- enregistrer l'évolution do l'absorbance, à 405 nm, en fonction du temps, en cuve de 
1 cm de trajet optique. 

Résultats {tableau 26. VII.) 

Tableau 26. VU. 


Concentrations en PNPP initiales 

S2 

S3 

S4 

SS 

^A.msn ■ 1 

0055 

0,044 

0.031 

0.020 
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La concentration catalytique (catc) de l'extrait enzymatique en pkat.dm “ 3 d'extrait enzy- 
matique s'exprima, en fonction des données expérimentales» sous le forme suivante ; 

- méthode * deux points - catc (pkat-dm -3 ) = K.A ^ 3Dmin ; 

- méthode cinétique optimisée catc (pkat.dm -3 ) = KLM .min _ 1 . 

Calculer K et K'. 


CORRECTION DE L'EXERCICE 


1 : 

Masse molaire de i 'enzyme : - 80 OOÛ g. mol " 1 . 

2 : étude cinétique d'un extrait purifié dilué de phosphatase alcaline, 
ïl Détermination du coefficient d'absorbance molaire du PNP à 405 nm : 
Concentration du PNP en mmoLdm ' 3 dans les tubes : 0.0 1 : 0,02 ; 0,03 : Q r Q4. 

r, ta5 du PNP = — x 1 Û 3 =ï 18 QQÔ dm 3 moi ^cm 1 

C n .. r en m moi. dm 

PNP 

2) Paramètres anêtiQues de l'extrait enzymatique (t&bt. 26.IX } ; 

i 2 7045 

Solution mère de P NPP - ’ - 0.05 mol.dm - 5 

254,09 

Tableau 26 - Ht. 


1 /[S] dm J .mo|- 1 {= 1/0.05 x d K 3.5 = 70 tfj 

70 

HO 

700 

1 400 

2 ÉWÛ 

5S0Û 

Vl = iA.min " 1 

0,315 

0,235 

0.140 

0,QS5 

0.045 

0,G2S 

1,'Vl (min.iA"' 1 ) 

mm 

3,51 

7.14 

11,76 

222 

4D 

K m - 0,0025 mol, dm _ 3 soit 2.5 mmol.dm 

-3 






V y (AA. min _ 1 J-0.4 v M - a a, min 1 * — 

F.l 

6 3,5 

x 10 

0,5 

■ = 389 

11 

156 pmèl.min 

1 , 3 

.dm 
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L© 6-gafactosidase (E.C. 3.2.1.23, I acta se) est une enzyme utilisée dans l'in- 
dustrie laitière pour hydroÉysor le lactose, diholoside de goût peu sucré, peu 
digeste, peu sobluble dans l'eau, en un mélange de glucose et de galactose 
plus performant au niveau nutritif et gustatif. 

Le but de la manipulation est de comparer les caractéristiques cinétiques de la 
H-galactosIdlase ( K M , V rr pH optimum), en solution et immobilisée. 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 


* détermination graphique des paramètres cinétiques d'une enzyme ; 

* notion de pH optimum ; 

* enzyme immobilisée ; 

* principales méthodes d Immobilisation d'une enzyme ; 

* propriétés des enzymes immobilisées. 


1. PRINCIPE 


1.1, Préparation de r enzyme Immobilisée : 
la S-galactosidase 


Les enzymes peuvent être immobilisées (Hg. 27,1.) : 

- soit par fixation sur un support insoluble {absorption, liaisons ioniques ou liaisons 
covalentes) ; 

soit par inclusion dans urt gel ou une membrane : 

- soit par réticulation : les molécules d'enzyme sont reliées Les unes aux autres par des 
liaisons covalentes, qui doivent épargner le site actif. 
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2. RÉACTIFS 


■ Tampon phosphate (sel de potassium) 0,100 moLdm ~ 3 , pH 7,2, contient du sulfate 
de magnésium (MgSO ^3 àl rïWiûLdm ~ 3 . 

* Solution aqueuse do pÿr&-nitrophényl-Œ-D~galactoside à 2.1Û " ^ mol. dm “ ■ . 

* Solution de f&-ga)acto$idase de Escherichia colt (préparât' on commerciale diluée 500 
fois : Boehrioger rêf. 105 031). 

* Solution de carbonate de potassium à 1 moi, dm " . 

* So/utidn de gélatine à 5 % dans le tampon phosphate pH 7,2. Maintenir cette solution 
à 45 *C | liquide), 

* Solution de glutaraldéhyde è 2 % à préparer extemporanément pat dilution en tampon 
phosphate pH 7,2 â partir de la solution a 25 %. 

* Tampon universel ; citrate-phosphate-bcrate 0.02857 mol.dm " 3 : 2.0 s pH s 12. 
Préparation des solutions tampons (tabl. 27 J.} (4,5 < pH < 9,0) à partir de deux solutions 
mères A et i en respectant ta composition suivante ; 100 cm 5 de A + x cm 3 de B, 

Solution mère Â : 

- Acide borique (HB(0H} 4 ) : 1,767 g ; 

- Acide citrique monohydraté (C 6 H fl 0 r , H 2 Û) : 6,004 g ; 

- Vêrqnal acide (bârbital) : 5,236 g ; 

- Phosphate monopotassique (KH 2 PÜ 4 ) ; 3,888 g ; 

- H 2 0 :qsp: 1 000 cm 3 . 

flofuîfon mère fl ; hydroxyde de sodium â 0,2 moi, dm ~ 3 , 

Tableau 27 J, 


PH gdiuÜQfis tampons 4,5 S, 8 S, S 6..0 8.5 7,0 7,5 8,0 8,5 S,0 

xem a <teB(20'C) 20.& 2ti,3 3S.2 36.3 44,5 S0.9 57 62, B 60.2 73,2 


Vérifier au pH mètre et éventuellement ajuster avec de la solution A ou B, 

Remarque ; utiliser de Peau distillée ou bidistfflêe ou de Peau de Votvic pour préparer les 
solutions : Peau déminéralisée peut contenir des inhibiteurs de la S-galactosidase non 
retenus par les résines échangemes d'ions. 
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3. MODE OPÉRATOIRE 


3,1. Détermination des paramètres cinétiques K M et V M 
de la fî-galactosidase 


3.11, B-gafactosidase soluble 

Préparer S tubes â essais en respectant le protocole expérimental du tableau 27, H, 

Tableau 27 J I, 


Tubes n z 

0 1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Solution dé PNFû 
a £.10‘ s mol.dn a f™ 3 i 

0 0.010 

0.015 

0.020 

0,050 

0,100 

0,200 

0.300 

Tampon phosphaïe 

0.1 mol.tlm -a , pu 7,2 (cm 1 ) 

1 0,990 

0,905 

0.900 

0,950 

0,900 

0.000 

0.700 

PrécfiBufler 5 minutes à 30 = 'C 

Solution dB fî-galaclossdase (cm* 1 ) 

0.1 0,1 

0,1 

Û.1 

0.1 

01 

û.1 

Ü,1 

incuber à 30 *C ponrtanl «xademenL 5 mmuies 

SoluUon de K z CO : , (cm 3 ) 
à 1 moi. dm” ® 

2 2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 


Lire les absorbances à 405 nm contre le témoin réactif. 

3 . 1 , 2 , S'gaiaçtosidme immobilisée 

Immobilisation dê l'enzyme 

Dans 6 fioles à usage unique, ntrüduire dans l'ordre ; 

- solution de fi-galactosidase : 0,4 cm 3 ; 

- gélatine : 1 cm 3 ; 

- giutaralcféhyde à 2 % : 0.5 cm 

Agiter doucement le mélange. Eliminer, clans la mesure du possible, les bulles d'air en 
Iles perçant à l'aide d'une aiguille. 

Placer les fioles à + 4 ft C (glace fondante) pendant 10 minutes. 

Sortir les fioles de la glace et laisser la réaction de pontage se développer â température 
ambiante pondant 15 minutes. 









Rincer soigneusement la surface d u gel et res parois de la fiole avec 2 fois 5 cm 3 de tam- 
pon phosphate pH 7. 

Égoutter les fioles puis les mettre au bain thermoslaté à 30 °C pendant 5 minutes pour 
permettre l'équilibrage de température. 

Détermination de K M et V* 

Dans les 6 fioles préparées au paragraphe précédent et maintenues à 30 *C, ajouter ce 
qui est indiqué dans te tableau 2 7 J IL 


Tableau 27 J II. 


F.ib.' es n Æ 

f 2 3 

4 

5 

6 

Tampon phosphate 
à 0, 1 mptdm - 2 pH 7,2 (çm 3 ) 

1 ,M 0.90 075 

0,50 

Ù.2S 

0,0Ü 

Laisser la température se stabiliser pendant 5 minutas 

Solution do pnPO A 
2 ,tO- £ rool.(tm- 3 {cm 9 ) 

Q 0.10 0 25 

0.50 

0.75 

1,00 

Incuber fi 30 "C pendant- exactement 5 minutes 

Agiter irequammem las hôtes 

Solution de K ? C0 3 1 cm 3 ) 
fi 1 mol. dm - 3 

2 2 2 

2 

2 

2 


Laisser les fioles 15 minutes supplémentaires â 30 °C. Agit «-les de temps à autre. 
Lire les absorbances à 405 nm contre un témoin, 


3.2. Influence du pH 

3.2.1 Influence du pH sur l'activité de la 8-gaiactosidase soluble 

Réaliser 10 essais aux pH 4,5 ; 5,0 ; 5,5 ; 6,0 ; 6,5 : 7,0 ; 7,5 ; 8,0 ; 8,5 ; 9,0 en 
présence d'une concentration de substrat saturante : [SI * 4.10 3 mol .dm “ \ 

Arrêter la réaction enzymatique après 5 minutes d'incubation a 30 "C. 

Lire Ses absorbances à 405 nm contre l'air, 

3,2,2m influence du pH sur l'activité de la G-gatactosIdase immobilisée 

Traiter comme g 3,1,2,, 10 fioles contenant : 

- 0,4 cm 3 de solution enzymatique ■ 

- 1 cm 3 de gélatine : 

- 0,5 cm 3 de glutaraldéhyde à 2 9t. 
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4.2. Influença du pH 


- Tracer peur les deux enzymes les courbes : 

A = f (pH) et — x 100 = f fpH) 

A mas, 

=■ Déterminer le pH optimum de l'enzyme dans les deux cas. 

Comparer les courbes représentant le % de l'activité maximale de l'enzyme libre et immo- 
bilisée en fonction du pM et commenter les résultats. 

Données ; dans les conditions opératoires choisies, le coefficient spécifique d'absor- 
bance molaire du para-nitrophénol à 405 nm est égal à 13 500 dm 3 ,mol " 1 .cm " 1 . 


5. TECHNIQUE 


5,i, Détermination des paramètres cinétiques K M et V m 

de la fè-galaciosidase 

La méthode de dosage étant une méthode - 2 points il est important de décaler dans 
le temps l'apport de l'enzyme et donc du carbonate de potassium (cf. chapitres 18 et 
25), 

5,1,1* B-galactosidase soluble 

Le volume réactionnel pour l'incubation est de 1.1 cm 3 . 

Calcul de i / [PNPGj dm J . mo I ~ 1 dans le milieu d'incubation (îahL 27.IV.}. 

Tableau 27,!V + 


Cde'iiicioni de dilinion (l/d] 
de la soleiion tfe PNPG 

0,010 

0,015 

0,020 

0,050 

0,100 

0.200 

0,300 

à 2,10 ~ 2 moi.dnrr 3 

1,1 

t,1 


1,1 

1,1 

1,1 

1,1 

1 /[PiMPG| dm 3 , mol ! 

5 500 

•see? 

£ 750 

1 iw 

550 

£?5 

183 


Ticihte 


Exempte : calcul de i / [PNPG] dm 3 mol _1 pour le tube n D 1 : 

l„l l 
0 , 0.1 2,10 ? 


Tracer- la courbe : 1 / A = 1 / [PNPG], 

Pour les déterminations graphiques de K w ( mol. dm " 3 ) et V M (A na J h se reporter au 
chapitre 25. 


V M de l'enzyme en micromoles de PNPG hydro lysées par minute et par cm 3 de solution 
enzymatique : 


V«n = 


rp-D"* 


r PNP 
flüSnm 


10* x — a 


3,1 


= 335 A 


5 0,1 


mas 


5,1,2» ft-gafactosidase immobilisée 

Le volume réactionnel pour r incubation est de 2.9 cm 3 . 

Calcul de 1 / [PNPG] dm 3 ,mol 1 dans te milieu d'incubation (tabf. 27. VJ. 

Tableau 27. V. 


Coeftaenl de dilutwn (i'd) 
de Je solution de PNPG 
h î.ltl 2 mol.drn" 3 

0.10 

0.25 

0.50 

075 

i .00 

2,9 

2,9 

2,9 

2,9 

2,9 

1 1 1 PNPG] dm * . mal " 1 

1 45Q 

5B0 

290 

193 

145 


Exemple : calcul de 1 / [PNPG] dm 3 .mol - 1 pour le tube n* 1 : 

2,9 1 

— x 5 

0.1 2.10 


Tracer facûurbe : 1/A = 1/[FNPG], 

Déterminer graphiquement K M apparent (mol. dm 1 ) et V M apparent (A rnya ). 

V S j de l'enzyme en micromoles de PNPG hydro lysées par minute el par cm 3 de solution 
enzymatique : 


c 1 4 ' 9 

V M — *10*-*-“ 132 


£ i/Vintn PNP 

-Ilo nm 


0,4 


CoDvriahted material 


n J 
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Le but de cette manipulation est : 

* de mettre en évidence les facteurs expérimentaux intervenant dans la déter- 
mination d'une activité enzymatique et d'en déduire les notions de méthode 
standardisée ; 

* d'utiliser un coffret proposé par un fabricant pour la détermination transami 
nasique d'un sérum (A5AT) et d'en discuter la composition ; 

* d'exprimer lies résultats dans différents systèmes d'unités. 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

• vitesse initiale ; 

• méthode standardisée et méthode optimisée ; 

• test optique ; 

* méthode en biréactif , 

* réactif déclanchant ; 

* valeur usuelle. 


1. PRINCIPE 


L’activité catalytique d’une enzyme est exprimée par la vitesse de la réaction qu'elle cata- 
lyse dans des conditions expérimentales précises. Le résultat est rapporté â une expres- 
sion de owanf rfé de produit apparu ou de substrat disparu par unité de temps,. Dans les 
méthodes en cinétique, on suit constamment révolution de la réaction en fonction du 
temps {par opposition aux méthodes en deux points), Les tests optiques par absorption 
moléculaire sont donc les plus fréquents et plus particulièrement le test optique en UV 
utilisant le couple NAD(P) + / NAD(P)H. 

Ces méthodes, facilement automatisables, permettent de vérifier que la vitesse est con- 
stante pendant lia mesure. 

Les conditions opératoires sont standardisées pour qu'on mesure une vitesse maximum 
V M sachant que V M - kcat (E T ) ; 

- (S) > 10 K m pour tous les substrats y compris les coenzymes pyrid iniques (è condition 
qu'un excès de substrat ne soit pas inhibiteur) ; 

- durée d'incubation brève ; 

- pH voisin de la zone de pH optimum et choix d'un tampon dont les constituants chim- 
iques ne sont pas inhibiteurs ; 
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On appliquera cette technique I la déterminai ion de l'activité aspartate amirsotransféra- 
sique d°un sérum. 

Résumé de ta manipulation 

- 1 er temps : lire et analyser Ea notice du coffret, 

- 2 e " temps : reconstituer les réactifs. 

- 3 e temps “ réaliser le dosage en suivant la fiche technique. 

- 4 e temps : exprimer et contrôler les résultats. 



2. MATÉRIEL ET PRODUITS 


■■=*!" --AV 


■ Spectrophotomètre à cuve thermostalée (si possible spectrophotomètre avec enregis- 
treur ou informatisé). 

* Miiç ropi pettes auîomat iques. 

* Cuves à usage unique. 

* Sérum à analyser (respecter les précautions*). 

* Sérum de contrôle normal ou pathologique. 

* Coffret pour dosage de CASAT, Par exemple ; 

- Biomérieux 63250 ; 

- Roche 0714062 ; 

- Bœbringer 195707 ; 

- Merck 14344 

- B lût roi Â 03Û13. 


Tiühte 


trial 


* A manipuler avec gan(s. A pi peler avec système d'asf»ratian. 


3. MANIPULATION ET ANALYSE DES RÉSULTATS 


Etude pratique d'un coffret du commerce pour la détermination de la concentration cataly- 
tique de l'a&partate ami net ransfërase sérique E-C.2.6,1-1. (ASAT). 

On peut choisir ; 

- soit d'étudier et d'utiliser une seule marque de coffret ; 

- soit de travailler par groupe et de comparer les conditions réalisées dans la cuve de 
mesure et Iss résultats es périment aux. 


L'exemple proposé ici concerne l’utilisation d’un coffret Biomérieux. 


Pour information, les propositions de standard! satron de l'IFCC (International Fédération 
of C Unie al C henni çtry} pour le dosage de l'A$AT plasmatique sont : 

- température : 30 Ù C 

- pH I 7, B 

- tampon tris aminornéthane : 80 mmoLdm 3 

- 2-oxoglutarate : 12 mmoLdm “ 3 

- Laspariate : 200 mmol.dnn “ 3 

- NA DH : Û r lS nnmol.dm 3 

- pyridoxal phosphate : Û,ll mmol.dirr 3 

- mainte déshydrogénase {MDHJ : 600 U -dm - 3 

- lactate déshydrogénase : OQO U. dm ~ 3 

- rapport de dilution de l'échantillon : 1/12 


concentration dans la cuve 


Données : 

K^i ASAT/ aspadate : 1.10 4 mobdm - 3 ; 

K m A SA T /2-oxûgl utarate : 5,10 " 4 mol .dm ~ J ; 
K m MDH/oxaloacétate : 4.10 " & moLdm " 3 ; 
K M MDH/NADH : 4.10 " s mol .dm ' 3 r 


3,1. Etude de la fiche technique 

1) Comparer les conditions opératoires préconisées pour 8a standardisation et celles 
choisies par le fabricant . 

2} Discuter: 

- les concentrations en aspartatc et 2-oxoglutarate par rapport au* de l'ASAT" ; 

- la concentration en MA DH ; 

- le rôle de la LDH : 

- le rôle du pyridoxal 5' phosphate ; 

- l'activité de la mafate déshydrogénase ; 

- l'intérêt pour ce dosage d'utiliser une méthode « biréactifs « avec réactif déclenchant. 
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3 ) Démontrer los formules de calcul indiquées sur la ficha sachant qu'à pH 7,8 les 
absorbances linéiques molaires du NA DH sont de ; 

-6*18 lû 3 dm 3 .mol _1 .cm -1 a 334 nm : 

- 6,30 10" dm "'.mol “ 1 .çm - 1 à 340 nm ; 

- 3*40 ±0 3 dm 3 .mol ” 1 .cm ~ 1 à 365 nm, 


3.2» Détermination dé l'activité aspartate 

aminotransféraslque cTun sérum 


* Reconstituer le réactif. 

* Suivre Le mode opératoire proposé en respectant la thermostatisation* 

* Lire la diminution d'absorbance par rapport à l'air pendant 2 à 3 minutes, 

Suivant l'appareillage dont on dispose, on peut : 

- soit enregistrer directement la courbe et calculer le coefficient directeur n , , n =a ; 

- soit noter l'absorbance toutes les 15 secondes, tracer la courbe et calculer le coefft- 
cient directeur : 

- soit utiliser un speetro photomètre informatisé qui fournit directement le résultat. 

* Bien contrôler la limite de linéarité et éventuellement recommencer après avoir dilué le 
sérum. 

Calculer la valeur de l'activité enzymatique du sérum analysé dans les deux systèmes d'u- 
nités proposés sur la fiche, La valeur est-elle usuelle ou le sérum est-il pathologique ? 
Dons ce cas, ce résultat permet-il d'émettre une hypothèse de diagnostic médical ? 


3.3, Extensions possibles de la manipulation 

1) Faire une expérience en parallèle avec un sérum de contrôle oui permettra de vérifier 
notamment l'exactitude do l'absorbance délivrée a 34Q nm par le spectrophotomètre (voir 
chapitre 9] et Sa validité de la thermostatisation. Conclure. 

2) Recommencer l'expérience à une température légèrement différente de 30 °C (25 “C. 
32 â C, 37 *C suivant l'appareillage dont on dispose). Commenter le résultat expérimental 
obtenu. Dans la littérature, le facteur de correction proposé est de 1.45 lorsque l'on 
passe de 30 *0 à 37 °C. 

3) Poursuivre une expérience au-delà de trois minutes pour déceler le temps au bout 
duquel la réaction n'est plus d'ordre 0 par rapport à (5), 

4) Faire une analyse statistique des résultats obtenus avec le groupe. Calculer 3' écart- 
type (j et le coefficient de variation CV, Rechercher tes causes d'erreurs aléatoires et 
d’erreurs systématiques. 
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4. EXERCICES 


Exercice rT ± : 

L'absorbance linéique molaire du WA DH est exprimée dans des unités différentes selon 
les documents utilisés. Sachant que c M à 340 nm est égal é G.1Q 3 dm 3 cm “Vmol \ 
exprimer cette valeur en cm 5 . mol ~ 1 et en m-.mof " 1 . 

Exercice n“ 2 : 

Dans les techniques enzymatiques utilisant une consommation de NA DH, les fabricants 
de coffrets proposent souvent une concentration initiale en NApH de 0,18 mmoLdm 3 
d'ans Se milieu réactionnel* quelles que soient tes du NA DH vis-à-vis des enzymes uti- 
lisés. Pourquoi ? 

Exercice n : 3 : 

Analyser les avantages et les inconvénients à utiliser comme température de standardisa- 
tion 25 *C> 3û *C ou 37 Û C* La durée de la mesure est-elle importante suivant la tempéra- 
ture choisie ? 

Exercice 0 ° 4 : 

La fiche technique indique une possibilité de mesurer les absorbances à 334 nm ou 
365 nm. Quel type de spectrophotomètre utilise-t-on dans ce cas ? 

Exercice rT 5 : 

Le mode opératoire préconise ^utilisation d'un sérum ou d'un plasma bêparmê : 
pourquoi 7 
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CORRECTION DES EXERCICES 



ixçfdçe n 6 1 : 

^ de NADH à 340 nm = 630 m 2 .moS~ 1 ou 6,3,10 e cm ? ,mol -1 . 

Exwcloe n e 2 ; 

Absorbance initiale <r©nvirqn l,.2û à ne pas dépaser pour certains spectrophotomèt res . 

Exercice n e 3 ; 

- à 25 C C ; thermostatisation difficile à réaliser en fonction de la température ambiante ; 

- à 30 Ê C : Stabilité de l'enzyme ; 

- à 37 °€ : température trop élevée pour certains enzymes. 

En fonction de la température, la période où la vitesse est constante est de durée variable, 

Exercice n 3 4 : 

Spectrophotomëtre à lampe de vapeur de mercure. 

Exercice n ù 5 : 

Cet anticoagulant est une maeromolécule qui présente ds nombreux, avantages : pas de 
modification notoire de la pression osmotique ni de la composition ion .que du milieu. 


f riant 


311 
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Le but de cette manipulation est : 

* de dégager les conditions expérimentales à respecter peur doser un substrat 
enzymatiquement par méthode en peint final ; 

■ d'utiliser deux tests différents : test colorimétrique à la peroxydase et test 
UV' 

* d'appliquer la méthode à différents substrats dans des milieux biologiques 
divers (sérum, aliments... J en utilisant des coffrets de réactifs du commerce ; 

■ d'adapter une méthode manuelle à un apparei liage automatisé. 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 


* choix des conditions expérimentâtes ; 

* affinité de l'enzyme pour le substrat ; 

• réaction totale ; 

■ déplacement d'équilibre ; 

* réactions couplées ; 

■ monoréactif; 

■ témoin réactif ; 

• automatisation ; 

• contrôle do l'exactitude. 


1. PRINCIPE 


1.1. Réaction enzymatique 


Une réaction enzymatique peut être utilisée pour doser un des substrats qui y participe à 
condition que la réaction soit pratiquement complète . 

Les principales conditions expérimentales à respecter sont les suivantes : 

- choix d'une enzyme spécifique du substrat â doser ; 

- choix d'une enzyme à affinité élevée pour le substrat (K H faible) ; 

- quantité relativement faible de substrat ((S) « K M ) et activité enzymatique importante 
de façon à rendre la réaction complète dans un temps acceptable {généralement 5 à 
15 minutes) ; 

- substrats secondaires en large excès ; 


TlClhî 
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1,2,1. Méthode coforlmétfique à la peroxydase 

(voir la première manipulation proposée) 

* 1 er temps : réaction principale 

Le substrat à doser subit l'action d’une oxydase spécifique : 

SH 2 + G 2 — oxydase ^ s + 

\ ' t 

substrat réduit substrat oxydé 

* 2 e temps : réaction indicatrice 

Le peroxyde d'hydrogène formé est révélé colorimétrlquement par une peroxydase : 

H.,0, + AH, Pgmxydgsg ^ 2H 2 0 + A 

- > ‘ à 

c homogène incolore eoioré 

à l'état réduit 

* Exemptes de SH-, et d'ûxydase spécifique ; 

- glucose et gtoee&e oxydase : 

- cholestérol et cholestérol oxydase ; 

- giycérof phosphate et glycérol phosphate oxydase ; 

- acide uridpe et uricase, 


1,2.2, Méthode en UV à 340 nm 

(voir la deuxième manipulation proposée) 


Après transformation spécifique du substrat par une enzyme, le produit formé est révélé 
par une déshydrogéna&e consommant ou produisant du NA D (P) H, 


Suostral 


Enzy-mâ printipâlè 


Produit P 


MAD (P) * 


N AD {PI H, N ■ 


D 


Enzyme stlcfetatridd 


! 


P' 


La concentration en coenzymes pyrimidiques ne devra jamais être limitante. 

* Exemptes de substrats et de couples d'enzymes : 

- glucose par l'hexokinase et laglucose *6 phosphate déshydrogénase ; 

- urée par l’uréase et la glutamate déshydrogénase, 

REMARQUES : 

* Si te substrat peut être transformé directement par une désydrogénase, il est souvent 
indispensable de déplacer t'équilibre de te réaction soit en utilisant une substance-piège , 
sort en utilisant une réaction couplée, 


TICiht 


>na 


Exemples : 

- acide tactique par la tacticodêshydrogênase. puis déplacement d'équilibre avec l'ala- 
rune aminotransférase ; 

- éthanol par l'alcool déshydrogénase et déplacement d'équilibre avec l'aldéhyde dêshy- 
drogénase . 

• Plusieurs réactions auxiliaires peuvent se dérouler successivement avant ia réaction 
indicatrice. 

Exemples : 

- pour le dosage des tnacyigtycérois, action préalable d'une lipase avant l'utilisation des 
giycétokinase puis de glycérol-i phosphatase déshydrogénase r 

- pour le dosage du lactose, action prèiable de la galaetosidase avant l'utilisation de 
rhexùhinase et de la glucose-6 phosphatase déshydrogênase. 


2 . REACTIFS ET MATERIEL 


* Spectrophot omette si possi blc en reg i st reu r ou i nformat isè. 

* Cuves plastiques à usage unique. 

* Pipettes automatiques. 

« Chaînes d’analyse automatisée en flux continu ou automate à transfert. 

Pour la première manipulation 

■ Coffret pour dosage enzymatique du glucose à la peroxydase, par exemple coffret 
BiomérieuK , réf. : 6127-1. 

* Solutions étalons do glucose à 1, 2 . 3 et 4 g, dm - 3 , 

« Sérum de contrôle pathologique ou non. 

* Milieux biologaques divers : sérum,, jus d'orange, vin..,. 

Pour la deuxième manipulation 

* Coffret ; dosage du glucose + saccharose. Réference Bœhringer Mannheim 139041. 

* Solution de contrôle de glucose à O.ôg.din- 3 . 

* Milieux biologiques divers : milieu sucré en cours de fermentation, jus de fruits, vins,,. 


3. MODE OPÉRATOIRE 


3.1. Première manipulation ; dosage du ^ucose 
par la méthode à la glucose oxydase (GOD) 
couplée à la peroxydase ( PCD) 

3,1.1. Expériences illustrant nnfluence 

dû quelques facteurs expérimentaux 

Utiliser de préférence un spectrophotomêtre enregistreur ou informatisé. 

Expérience préalable de référence 

* Travailler a température ambiante, 

* Dans un cuve pipeter : 

- 2.5 cm 3 du monoréactif ( renfermant GOD à 10 000 U. dm " 3 , POD â 300 U. dm “ 3 , cbro- 
mogène réduit incolore, tampon phosphate pH 7,5) préalablement reconstitué : 

- 50 pi d'yne solution Étalon de glucose â 1 g.dm ■ 3 , 

* Mélanger rapidement et suivre la réaction en enregistrant l'absorbance à 505 nm con- 
tre un tube témoin ^voîr la fiche technique). 

* Noter le temps minimum pour que l'absorbance soit stabilisée dans les conditions 
expérimentales choisies. 

Modification de la température 

Recommencer cette expérience en travaillant en cuve thermostatée à 25 X, 30 a C, 37 “C. 

„ Réactif 

Modification du rapport 

Echantillon 

* Influence de la concentration en enzyme. Remplacer les 2,5 cm 3 du monoréactif suc- 
cessivement par : 

* 1,5 cm 3 de réactif + 1 cm 3 d'eau distillée : 

-1,0 cm 3 de réactif + 1,5 cm 3 d'eau distillée ; 

- 0,5 cm 3 de réactif + 2,0 cm 3 d'eau distillée : 

* Influence de la concentration en substrat. Remplacer la prise de 50 pl de solution éta- 
lon par : 

- 30 pi de solution étalon + 20 pl d'eau distillée : 

- 20 pl de solution étalon + 30 pl d’eau distillée. 


Pour toutes ces expériences, noter le temps nécessaire pour atteindre la fin de la réaction, 


3,1.2, Dosage du glucose sérique 


La fiche technique correspondant au réactif utilisé préconise - 

- une incubation de 10 mân à 37 ou de 20 min à 20 “C ; 

Réactif 

-un rapport en vol u me = 100 

Echantillon 

- l' utilisât ion d'une solution étalon à 2 g.dm' ■* ; 

- le réglage du zéro dé l 'appareil sur le blanc réactif. 

* Réaliser les pi pet âges indiqués dans Se tableau 29 . 1 . 


Tableau 29.1. 



Blflnç 

râacW 

Etalon 

Dosage 

Solution étalon à 2 dm ■ 3 

— 

2E> |jl 

— 

Sérum 

- 

- 

20 ul 

Mono réactif 

2 cm 3 

2 cm 3 

2cm 3 


* Me langer puis 1 1 re l ' absorbance après i ne ubat i on. 

3.1.3. Extensions possibles de te manipulation 

Vérification de f exactitude du résultat en utilisant un sérum de contrôle. 

Recherche de (a limite de linéarité de la méthode en remplaçant les 20 pi d'étalon 
à 2 g,dm - 3 successivement par 20 pl d'étalons a 3 g. dm " 3 et 4g.dm ~ 3 . 

Dosage du glucose dans des boissons 

* Dosage du glucose dans un jus d'orange : 

- filtrer le jus d'orange ; 

- le diluer 20 fois ; 

- faire une prise de 20 pl ; 

* Dosage du glucose dans Je vin : 

- le diluer 10 fols ; 

- faire une prise de 20 pl. 

Adaptation de la méthode à un appareil automatique à flux continu 

La figure 29.3. propose un diagramme du flux (ou manifold). 
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Fig. 29,4. DaïEige du glucose par la glucose oxydase, w> Huit çonr imj 


3.2. Deuxième manipulation ; dosage d’un mélange 
saccharose + glucose par méthode en UV 

Le principe de la détermination des deux constituants du mélange repose sur le dosage 
du glucose avant et après 5 'hydrolyse enzymatique du saccharose. 


3.2.1, Préparation des réactifs à partir des flacons du coffret 

Bien respecter les précautions indiquées sur la fiche technique. 

Les trois réactifs renferment notamment. ; 

- R L : NADP + , ATP. tampon pH = 7,6 ; 

- R 2 : hexoKinase et glucopftosphate déshydrogénase : 

- R , : tampon pH 4,6 r 6 fructGSidase, 

3.2.2. Dosage du glucose et du saccharose d'un Jus d'orange 

* Filtrer le jus d'orange et le diluer 100 fois pour le dosage du glucose libre et 200 fois 
pour le dosage du glucose total, 

* Introduire dans les cuves les réactifs indiqués dans le tableau 29.11 . 
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4. ANALYSE DES RÉSULTATS 


4.1, Expérience préalable 

• Rappeler las équations des réactions utilisées dans le dosage du glucose, 

■ A partir des résultats obtenus çn 3-i-i-f conclure sur l'influence de i a tempérât u re, du 

Réactif 

rapport dans le dosage enzymatique d'un substrat en temps final. 

Echantillon 

• Proposer un choix de conditions expérimentales en tenant compte des critères de fais* 
ablitê et de prix, de revient. 

■ Commenter le choix des conditions expérimentales proposée par le fabricant et appli- 
qué en 3.1,2, 


4,2. Détermination de la glycémie 


Soient ; 

- Cet : la concentration de la solution étalon en rmnriol.dm ~ 3 ; 

- C x : la Concentration sérique en mmol.dm " 3 ; 

A dosage 

- C x = Cet x ; 

A étalon 

Commenter la valeur trouvée de la glycémie. 


4.3. Dosage du glucose et du saccharose d'une boisson 


* Schématiser l'enchaînement des réactions. 

* Pour calculer les concentrations en glucides, on applique la loi de BeenLambert aux AA 
corrigées exprimées en 3.2.2. et on utilise le volume réactionnel Vf,. 

Soient : 

- V R : volume du test en cm 3 ; 

- p : volume de r échantillon en cm 3 ; 

- I : épaisseur de La cuve en cm ; 

- ç ; coefficient d'absorbance linéique molaire en dm 3 mmol ~ 1 .cm ~ 1 (6,3 à 340 nm) ; 

- d : facteur de dilution de l'échantillon. 


Ticihte 


La formule permettant le calcul des concentrations molaires est la suivante : 


,10 AA tùrr(gÙ0 3 

C - ; — tnoLdm 

e I p d 


+ Transformation du résultat en concentrations massiques : 

l1 ^ 342 A 

- cas du saccharose : n - g dm 

v e I p d 6 


- cas du glucose = : p - ‘ F 10 IS ° g 

E I p d 


* Calculer à l'aide de cette expression la concentration de la solution contrôle. Conclure 
sur la validité du dosage. Discuter les sources possibles d'erreur (voir chapitre 9), 



5. EXERCICES 



Exercice n D 1 : 

Comparer la spécificité des deux techniques vis-à-vis du glucose dans les milieux 
biologiques. 


Exercice n E 2 : 

On considère les systèmes de réactifs suivants : de quel glucide ou de quelle substance 
apparentée permettent-ils le dosage ? 

- LDH, NAD *, hydrazine, tampon pH 9. 

- Glycërohînase, NAD 4 . ATP> hydrazine, tampon pH 9, glycérol-l-phosphate déshydrogé- 
nase. 

- HexoïKinase, atp, nadp + , glucose-6-phosphate déshydrogénase, phosphoglucose 
isomêrase. 
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En pratique t il existe trois possibilités pour réaliser cet objectif : 

- dilution élevée de l'échantillon per rapport au réactif (mais perte de sensibilité) ; 

- choix d'une enzyme peu affine à K M élevé ; 

- éventuellement, augmentation artificielle de K M par addition d’on 'nhîbiteur compétitif 
puisque : 


KM, = 



K, 


avec : 

- KM , = K m apparente ; 

- (!) La concentration en inhibiteur ; 

- K, la constante de dissociation de EL 


Sur un plan pratique, on retient {S^ > < 0,2 K y , 

On compare alors la variation d'absorbance AAx obtenue avec ! 'échantillon pendant un 
temps bref en début de ta réacuon ë ta variation d'absorbance AA ri obtenue pendant le 
même temps pour une solution étalon (fig. 30A r }. Comme dans toute mesure de vitesse, 
les conditions de chronométrage et de température doivent être scrupuleusement res^ 
pectêes- 



ttg, 30.1. Ccxiftiesi A = f (I) pour r échantillon et pour l'Étalon 


(S 0 ) = Cet k 


AAx 
A A et 


(S Q ) étant exprimé dans la même unité que Cet, 

On peut donc dégager les différences entre les deux méthodes enzymatiques de dosage 
d'un substrat (voir chapitre 29) ftàbt. 30.1 j. 
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2. MATÉRIEL ET RÉACTIFS NÉCESSAIRES 


■HHpfeA 


* Spectrophotomètre thermostat ë, si possible enregistreur ou informatisé, sinon un chro- 
nométré. 

* Cuves en plastique à usage unique. 

* P i pet les automat i ques. 

* Coffret pour dosage de l’acide urique en UV, par exemple B i entrai,, référence ÂQ2455. 

* Sérum à analyser (précautions : voir chapitre 7). 

* Sérum de contrôle étalonné- 


3. MODE OPÉRATOIRE 


Respecter les consignes du fabricant, yariables suivant l'origine du coffret utilisé. 

3.â, Premier temps : préparation 

* Régénérer le réactif. 

* Régler le spectrophotonaètre à 340 nm, faire le zéro contre l'air et thermostater le cuve 
à 30 *C. 


3.2, Deuxième temps : dosage 

(Le mode opératoire proposé suppose l'utilisation d'un spectrophotométre non enre- 
gistreur et non informatisé). 

* Introduire dans la cuve 2 cm 3 de la solution de travail qui contient tous les réactifs 
sauf l'acide urique. 

* Placer la cuve 5 minutes dans le système de thermostatisation. 
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* Ajouter rapidement 200 pi de sérum, mélanger par retournement et replacer la cuve 
dans le porte-cuve du spectre-photomètre, 

* Déclencher le chronomètre et faire une lecture toutes les 15 secondes pendant 1 ou 
2 minutes. 

Si le concentration en acide urique de l'échantillon est trop élevée^ recommencer l'expéri- 
ence en diluant le sérum avec une solution de Naci à 9 g dm ~ 3 . 


3.3, Troisième temps : étalonnage 


Refaire une série de mesurer en suivant le même mode opératoire avec un sérum éta- 
lon né de concentration connue en acide urique, 

REMARQUE : 

* Les volumes sont à adapter en fonction de ia fiche technique du coffrai utilisé. 

* Le mode opératoire est à adapter si ) ‘apparat! est à vidange : on réalise ^équilibrage 
de ia température dans un tube à hémolyse placé en bain-marie à 30 X et on introduit le 
mélange réactif plus le sérum â doser au moment de ia lecture. 


3.4. Quatrième temps : expérience complémentaire 


Recommencer un essai en attendant la stabilité de ['absorbance. Noter le temps néces- 
saire pour obtenir la fin de la réaction. 



4. CALCULS ET ANALYSE DES RÉSULTATS 


4.1. Analyse des courbes 

* Tracer sur une même feuille les courbes traduisant les variations d'absorbance â 
34Û nm en fonction du temps pour l'échantillon et l'étalon. 

* Disc ut en' 3 1 1 ure rte c es cou rbes. 

* Déterminer le coefficient directeur de chaque courbe M min ~ 1 dans ta partie linéaire. 
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Exercice n“ 3 : 

Rechercher l'intérêt biologique de la détermination de l'uricémie, 

Exercice n' 1 4 : 

Lors d'un essai de mise au point d'un® méthode de dosage en cinétique d’on substrat x„ 
on a déterminé que I® laps de tempe après le déclenchement de la réaction pendant 
lequel la vitesse reste constante est de Tordre de 7 secondes avec un AA — 8,10 ~ ' J , 
Que conclure ? Quet(s) paramétrées) peut-on modifier pour Sa mise au point des condi- 
tions pratiques de réalisation de cette méthode ? 


," . .".jY ™" 1 j .■ v" :■ . ' i j. \ .Ji i.'.S.V "ii 

CORRECTION DK EXERCICES 


Exercice n 4 1 : 

Non. 

est classiquement dosé par l'intermédiaire d'une peroxydase qui transforme un 
chromogène, incolore à l'état réduit, en dérivé coloré. 

Exercice n” 2 : 

Voir 5.1. 

H 3 Q, + AH- -> A -t 2HjO 
coloré 

Exercice n* 3 * 

Augmentation en cas, de goutte. 

Exercice rr 4 : 

Mesure trop imprécise et réalisation pratique délicate. 

Nécessité de « ralentir » l’enzyme. Utilisation possible d’un inhibiteur qui augmente te 
de t 'enzyme. 
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Le but de cette manipulation est : 

* de dégager quelques règles générales à observer lors de l'extraction et de la 
purification d’une enzyme ; 

* de les appliquer à un cas simple : le lysozyme du blanc d'œuf ; 

* de suivre chaque étape de la purification par la détermination du rendement 
et du taux de purification ; 

* de tester la pureté de la fraction obtenue par électrophorèse et GLHP, 


■ TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 


• matière première : blanc d’œuf ; 

■ extrait brut ; 

* enzyme purifiée ; 

■ concentration catalytique et activité catalytique spécifique ; 

■ unité enzymatique arbitraire ; 

■ rendement ; 

■ taux de purification ou enrichissement ; 

■ dosage par étalon externe en CLHP, 


vi r wivr iii^ MiiaF» h ■ h i i i 

1. PRINCIPE 


On peut dégager des points communs dans la stratégie à élaborer pour extraire et purifier 
une enzyme { tabl. 31,}}. 


Hidden page 



Hidden page 



Hidden page 




3. MODE OPÉRATOIRE 


3.1. Précautions à respecter 


■ Même si Se lysozyme est une enzyme relativement robuste, si faudra toujours travailler : 

- à basse température (centrifugeuse réfrigérée, bêcher maintenu daos l'eau glacée pen- 
dant l'ed&orption sur CM cellulose) : 

- te plus rapidement possible. 

* Dès leur obtention, toutes les fractions seront conservées au réfrigérateur. 

■ Ne pas oublier de noter le volume des différentes fractions M, F, F t , F 2 , F 3 et E. 

* Tenir rigoureusement un tableau de bord, 

* Faire des essais avec des prises et des dilutions différentes. 


3.2. Extraction du lysozyme 


3.2.1. Première étape : fixation du lysozyme sur la CM ceitufose 

* Di tuer un blanc d'œuf jusqu'à un volume de 200 cm 3 avec du tampon pB 10,0 en 
homogénéisant doucement, 

* Filtrer sur gaze. Recueillir le filtrat M dans une éprouvette graduée. Noter le volume. 

* Dans un bêcher, ajouter à 20 cm 3 de M 2 grammes de CM cellulose en poudre. Agiter 
doucement puis laisser reposer 15 minutes. 

■ Centrifuger dans un tube conique, en centr tugeuse réfrigérée, 5 min â 1 500 g. 

* Recueillir le surnageant F t (qui ne devrait pas renfermer de- lysozyme). 

3.2.2. Deuxième étape : rinçage 

* Laver le culot avec 20 cm 3 de tampon pH 10,0 ; laisser reposer 5 min ; centrifuger et 
recueillir le surnageant F 2 . 

* Mettre en suspension le culot dans 10 cm 3 de tampon et transvaser dans une colonne 
à chromatographie. Rincer à nouveau avec un certain volume de tampon jusqu 1 ! ce que 3e 
filtrat ne renferme plus de protéines, Soit F 3 la fraction recueillie., 
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3,2.3, Troisième étape ; éfution du lysozyme fixé par augmentation 
de fa force Ionique 

* Faire passer sur J a colonne 15 cm 3 de tampon glycocolle pH 10,0 renfermant 
O c 5 moSLdsn " 3 de NaCL 

* Recueillir l'éluat E dans une éprouvette ; le conserver au froid, 

REMARQUE ' régénérer la CM cellulose utilisée an te lavant abondamment dans du tam- 
pon pM 10.0 sans N&CK Le conserver en présence d'aride à 0,2 % au réfrigérateur. Eiie 
peut être alors réutilisée. 


3,3, Mesure de faetivlté en^ymatiepe 

* A 2,5 cnV de substrat (suspension de Micrococcus lysoderkiicus à 0,4 g.dm “ 3 eu 
tampon pH 6,2) équilibré à 25 °C, ajouter au temps 100 pi de le fraction à analyser : 
M ou F, ou F 2 ou F... ou E. 

* Agiter et placer la cuve immédiatement dans le porte-cuve thermostat é a 25 °C, 

* Suivre la variation d'« absorbance » à 450 nm pendant 2 13 min, soit par en régi si re- 
nient . soit par lecture de l'absorbance toutes les 15 secondes. 

Si on n'observe pas de partie linéaire, il faut recommencer l'expérience après dilution de 
l'échantillon étudié. A titre indicatif, on peut diluer M et E 10 fois. 


3,4, Dosage des protéines par la méthode de Folin-Lowry 


3,4,1, Etalonnage du spectrophotomètre 

Préparer, à partir d'une solution étalon a 0,5 g. dm - 3 de sérum albumine, une série de 
tubes respectant les conditions suivantes : 

- Oà 100 mi programmes de sérum albumine par tube ; 

- compléter tous Ses tubes à 1 cnv : par une solution de NaCi à 9 g. dm ■ 3 : 

- ajouter 2 ente d'une ■solution alcaline de sulfate de cuivre ; 

- laisser reposer 20 minutes ; 

- ajouter 0.2 cm 3 de réactif de Folin ; 

- laisser les tubes 20 min à l'obscurité ; 

- lire les absorbances à 690 nm, 


1 3,4.2. Dosage 

Doser les protéines des fractions M, f v F 2 . F 3 et E, Il est conseillé de tester des dilutions 
différentes. A titre indicatif : prises de 6.5 et 1 cm 1 avec : 

1 

- des dilutions Mur M et F ; 
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1 

- des dilutions ~ pour et F 3 ; 

1 

- des dilutions ~ pour E : 


3. S. Contrôle de la pureté de t’extrait E 

3.5.1. Par électrophorèse sur acétate de cellulose 

* Comparer le ç emporte ment électrophorétique d'une solution de lysozyme pur à 
2 g.dm - a à celui de M et de E. Il est conseillé de faire plusieurs dépôts superposés (voir 
chapitre 17). 

■ Après coloration et transparisation, faire un enregistrement densitométrique. 

3.5.2. Par masure d'absorbance à 280 nm 

faire une mesure sur E et sur une solution étalon de lysozyme à 0,2 g, dm ~ 3 . 

(Voir aussi chapitre 12.) 

3.5.3. Par chromatographie liquidé haute performance sut une celonne 
de gel 


Pour le mode opératoire, se référer au chapitre 33. 

* Choix des conditions expérimentales : 

- colonne : Protein PACK 300 SW ; 

- phase mobile : solution de NA 2 HPQ 4 et NaCI à pH 2.2 dêgazée aux ultrasons et filtrée 
sur membrane 0,5 pm ; 

- dépôt : boucle de 100 pi (éventuellement 50 pi) : 

- débit : 1 cm 3 min " 1 (ne pas dépasser 70 bars) ; 

- détecteur fij V 280 nm ; 

- enregistrement el intégration en pourcentages d”âire ou en étalonnage externe : 

- éventuellement dosage par étalonnage externe avec y ne solution de lysozyme dégazée, 
filtrée sur Mille* P à 0,2 g. dm - 3 . 

* Laver la colonne avec de l'eau dégazée et filtrée très pure puis l'équilibrer avec la 
phase mobile. 

* injecter successivement ; 

- la solution de lysozyme étalon. Bien noter î R ; 

-puis une dilution 1/2 de M dégazêe et filtrée. Observer le pic correspondant au lyso- 
zyme ; 

- puis E pur dégazë et filtré.. Repérer le pic du lysozyme (s'il y a plusieurs pics) et la con- 
centration en g.dm -3 . 


REMARQUE ; attention à l'arrêt de l'appareil ; tarer ta colonne avec de l'eau pure dégagée 
et filtrée pendant au moins 1 heure sous un débit de lcm 3 jtïin ~ 1 pour éviter toute 
cristallisation des sels du tampon dans (a pompe. Finir le lavage par un mélange filtré 
d’eau m éthanol 30 ¥-10 V. 


3.6. Extensions possibles de la manipulation 

Etude de quelques propriétés du lysozyme sut l'extrait E, en particulier détermination des 
constantes cinétiques K M et V M - 

* Préparer à part ir de In solution-mére Fe substrat a Û,4 g. dm des solutions-filles en 
tampon pH 6,3 à 0,04, 0,08, 0,12, 0,20, 0,30 g.dm - 5 . 

* Pour chacune des six solutions de substrat, enregistrer r* absorbance - à 450 nm en 
fonction du temps en suivant le protocole exposé en 3-3 et en uti lisant 100 pl de E dilué 
10 tels (à modifier éventuellement en fonction des résultats obtenus), 

En déduire K M et V M exprimés en unités judicieusement choisies. 

REMARQUA : toute cette manipulation peut être adaptée avec utilisation d'une mini* 
colonne, ce qw diminue la quantité de CM cellulose à utiliser, donc ie pnx de revient. 




4. ANALYSE DES RÉSULTATS 
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4.1. Expression de la concentration en protéines 
des différentes fractions 


* Tracer la courbe d'étaFonnage ou calculer la droite de régression A - f (pg sérumalbu- 
mine dans la prise), 


* Déduire la quantité x en pg de protéines dans Sa prise p diluée d fois. 

x*10 3 . 3 

Pour chaque fraction : p = — g, dm do protéines, exprimée en sé ruinai bu mi ne 

bovine. ^ 
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4.2, Expression de il concentration d'activité catalytique 
du lysozyme des différentes fractions 

» Tracer sur un même graphe * A * 4 5[}nm = f (temps) pour les M, F. . F.-, F ; et Ë. 

* Commenter i 'allure de ces courbes, 

AA 45ü f 

* Dans la partie linéaire, déterminer pour p cm- 3, de fraction diluée D fois. 

à t en min 

AA/ min 

Catc en unités arbitraires = par cm-* de fraction. 

10 - 3 p d 


4.3. Compléter le tableau 31,111. 


Tableau 31,111. 


Fractions- 

Volume 

Vçm 3 

Frô 

mg cm ' 3 

l'éiriQâ 

Protéines 
totales, en mg 

% 

récupéré 

U.cm 3 

Adivilè en 

U dans 
la traction 

z y manqué 

% 

récupéré 

AS 

U.mg " 1 



1 

M 

1 

F, 

F, 

F, 

E 




1 

1 

i 


1 

1 

i 

i 

l 


B-ar 

PrOléirtoS 

récupérées 

% global 


Activité 

récupérée 

% ejiobar 



En déduire pour fe passage de la fraction M à rex trait E : 
Activité totale de E 


* le rendement = 


x 10Ü 


Activité totale de M 


Activité enzymatique spécifique de E 
* I enrichissement = — — 

Activité enzymatique spécifique de M 


Commenter les valeurs trouvées. 


4.4. Pureté de l'extrait E 

4.4.1. Observation et analyse de l ’électrophorégramme 

ta fraction E peut-elle être considérée comme pure ? 












4.4.2. Utilisation de l'absorbance à 280 nm 


Calculer le coefficent d'ex II net ion massique du lysozyme pur en cm - 1 .g “ ainsi que 
celui de l'extrait E. Conclure. 


4.4.3. Analyse en ÛLHP 

* D’après le profil d' élut ion de ë, conclure sur la pureté de la fraction. 

* Si un dosage par étalonnage externe a été réalisé, comparer le résultat obtenu avec 
celui fourni par Se dosage colorimétriqua- Le résultat peut être fourni d irectement par l'in- 
tégrateur. sinon on applique la formule ; 

Surface p c du lysozyme de E 1 

p - — — — i — — ~ x p Ê . x — 

y Surface du pic du lyzozyme étalon d 

É.dnrr 3 

p,.. étant exprimée en g.dm' s . 

Quelle masse de lysozyme a-t-on extrait à partir du blanc d'œuf ? 

Faire une synthèse de l'ensemble des résultats. Conclure sur l'efficacité de la manipula- 
tion compte tenu qu’il y a une seule étape de purification en utilisant un échange d’ions. 
Comment pourrait-on optimiser 10 technique ? 


.LL. =?_r 4Z. »JE JL -JE.-rfT^ V?.-kS*2L 2r 
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5. EXERCICES 


- K. J 1 


Exercice r u 1 : 

Rappeler le mode d'action du lysozyme sur la paroi bactérienne. Justifier le numéro de 
code de cette enzyme E.C.3.2.1JL4. 

Exercice n D 2 : 

Dans le protocole proposé, pourquoi a-t-on choisi d utiliser une cellulose échangeuse dé 
cations de préférence â une cellulose échangeuse d'anlons ? 

Exercice n* 3 : 

Ecrire les équations des réactions correspondant â la fixation puis â l'élut ion du lysozyme 
sur Ha CM cellulose. 
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Exercice n ù 4 : 

Rechercher la documentation nécessaire et calculer Ee prix de revient de la manipulation. 

Exercice n" 5 ; 

Dégager la différence de signification entre un dosage basé sur l'activité enzymatique et 
un dosage (comme la CLHP) basé sur le taux en protéine. 

Exercice iT S : 

Quelle méthode pourrait-on utiliser pour concentrer l’extrait E obtenu ? Proposer des 
moyens de conservation de l'enzyme concentrée. 




CORRECTION DES EXERCICES 



Exercice n* 1 : 

Hydrolyse de ta paroi bactérienne entre la N-aeêtyl glucosamine et r acide Nacétyl- 
muramique. Le numéro de code commence par 3 (hydrolyse) puis 2 (liai son osidique). 

Exercice 2 : 

On choisit de fixer la protéine à isoler qui représente environ 10 % des protéines totales, 
ce qui nécessite moins de phase stationnaire. 


Exercice n* 3 : 


COO " Na * fi +■ Lys + 3 

(V\- 


O COO - Lys 4 s + No + ; . 

rW- 

O 


- fixation : sens if^ji 

- élut Ion sens ("T^J par augmentation de la force ionique du tampon. 

Exercice n 3 S : 


La détermination d'une activité enzymatique est un dosage biologique spécifique appui’ 
cable sur un mélange alors que le dosage par CLHP est; un dosage non spécifique, basé 
uniquement sur la nature protéinique, qui suppose la séparation préalable de l’enzyme. 


Exercice n* S : 

- Concentration par ultrafiltration. 

- Conservation sous forme lyophilisée ou en suspension dans une solution de (NH^ S0 4 . 
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Le but de cette manipulation est : 

■ d'utiliser une technique ohromatofpfapiiiqfie sur colonne de gel biospécilque 
pour isoler une protéine à partir d’un mélange complexe ; 

■ de tester la pureté de la fraction obtenue par électrophorèse ; 

« de déterminer le rendement de récupération en protéines. 


TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

* gel d'affinité ; 

* ligancf-affinant ; 

* interaction biospécifique ; 

* capacité de fixation ; 

* pureté d’une protéine. 


1. PRINCIPE 


La chromatographie d'affinité utilise l'adsorption spécifique et réversible d'une molécule, 
l'affinant A sur un ligand L de structure complémentaire, immobilisé sur un support inso- 
luble M : 

M - L + A -> M - LA 

Après avoir rincé la colonne pour éliminer les autres molécules non absorbées du 
mélange on dèsorbe A ; 

M - LA M - L + A 
Dans le cas particulier analysé ici : 

* On choisit un ligand plu ri spécifique - le bleu de cibacron - qui montre une affinité pour 
certaines protéines : albumines, interféron, déshy d rqgênase, kinases. Dans le sérum. 
l 'albumine étant à concentration très élevée on peut considérer ce gel comme spécifique 
de ceîte protéine. Les autres protéines sériques sont filtrées avec le premier tampon. 

* L'albumine fixée est ensu te éluée par étution non spécifique en augmentant la force 
ionique du tampon. 

* On mesure l'absorbance à 2SO nm des fractions obtenues en sortie de colonne, ce qui 
permet de tracer le profit d'éJution. 


jpy 
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* On vérifie la pureté des deux - familles - de protéines obtenues per électrophorèse sur 
gel de polyacrylamide ou sur acétate de cellulose { on peut également vérifier la pureté de 
l'albumine pair Immunoélectrophorèse}. 

* On peut compléter la manipulation par une analyse quantitative des résultats. 


2. RÉACTIFS ET MATÉRIEL 


2.1, Pour la séparation 

* Bleu de cibacron fixé sur agarose fûurn hydraté par 18F, 

■ Colonne de chromatographie. 

* Sy sterne d'injection, 

* Collecteur de fractions ou tubes ■> jaugés « à 2 niL 

* Eventuel I entent pompe péristaltique à débit constant. 

* Sérum humain déc omplê mente. Brer? respecter les corsstgft&s de sécurité pour l'utilisa- 
tion de produits biologiques d'origne humaine i voir chapitre 7), 

* Tampon I de lavage : tris-HCI 0.05 moi. dm " 1 + KCI 0, 1 mol.dm " J à pH7. 

* Tampon II d'élulion ; tns-HCl 0,05 mol .dm ' 3 4 KCI 1.5 mol .dm ■* à pH7- 


2.2, Pour la suivi de la séparation 

Suivant le matériel dont on dispose : 

- ou système de détection en continu réglé à 200 nm et relié à un enregistreur ; 

- ou cuves plastiques pour lecture en lumière UV et spectrophotomètre réglable à 280 nm. 


2.3. Pour la vérifioatllon do la pureté des fractions 
protéiniques 
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Voir - réactifs et matériel - dans le chapitre 17. 


3, MODE OPÉRATOIRE 




Respecter taules les précautions expérimentales indiquées dans le tableau 32 J, pour la 
chromatographie de gel-filtration. 

Tableau 32.1. 


Temps 
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- Un' sur 30 Êffl? da gel rincé dâns la tarnpcn I 
et dégazé . 

- Equilibrer la colonne avec le ïaimpon I , 

- RegPer le détrt à 0,5 cm 3 min ~ 1 . 

- Déposer 0,5 cm 3 de sénum. Ouvrir la co^nne, 
Comma-near rélulion (êvëniuellëmant déclanchèr 
renragblreurj. 

- Faire une élecirophcirèM témpan du sérum déposé 
dilue deux fois, 

- Mesurer l'absorbance à 2S0 n m d'une partie 
adéquate du sérum utilisé ®iué 50 fois. Soit a». 

- Recueillir les prolèinés nom fixées par fiactions 
da 2 cm 3 . 

- En mesurer ^'absorbance à 260 rm en prenant 
comme référence le lampon I. 

- Après la sonie des g objlines 

(ralour à une absorbance nulle changer de tampon. 

- Eluer i'arsunmsne fixée avec le Sam®en II de force 
fonique élevée. 

- Suivre l'ilubcrt c&mme prècédammerït an prenons 
comme référance le ïampcm II. 

- Coniioijeî rélulion jusqu'à ce que l'absorbance 
à 2BÛ om redevienne basse. 

- Faire une ëlBCIrophcirèse dëâ deux IrâCliûns 
correspondant aux diaux pfcs o elulion principaux. 

A cause de la dilution çhramatpgrapbiqejB 

faire 4 dépôts superposés des fractions étudiées, 



■ Rééquilibrer la colonne avec Se tampon I. 

• Récupérer le gel après avoir noté la hauteur de gel dans, la colonne. 

■ be conserver au réfrigérateur en Suivant les consignes du fabricant. 
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4. EXPLOITATION DES RÉSULTATS 



4.1. Analyse qualitative 

* A partir du profil d' élut ion enregistré ou de l 'histogramme tracé en utilisant les 
mesures d'absorbance à 280 nm des différentes fractions : 

- conclure sur l'allure des pics et la séparation chromât ographi que ; 

- calculer le RS entre les deux fractions principales et discuter le résultat ; 

- calculer le nombre de plateau théoriques N par mètre et le HEPT (voir chapitre 15) ; 

- calculer le facteur de dilution pour l'albumine. 

* Observer les électrophorégrammes des fractions étudiées 

Conclure sur la pureté de l'albumine obtenue et la qualité de la séparation chromatogra- 
phique. 


4.2. Analyse quantitative 


* Calculer te pourcentage de protéines totales récupérées. 


% = 


“ Nrn^iion 
As x 5Ü 


x 100 


Albumine 

* Les résultats en périment au* permettent-! i s d’évoluer le rapport du sérum 

utilisé ? Globulines 


Conclure sur l'optimisation possible do la manipulation en prenant en compté les objec- 
tifs suivants : vitesse de séparation, charge de la colonne, pureté de l'albumine. 



5. EXERCICES 


Exercice n® 1 : 

La capacité d'absorption de gel utilisé vjs-à’Vis de la sërumalbumine humaine et de 
12 rng.trn - d . Montrer Que la Quantité de gel utilisée est suffisante dans la manipulation 
effectuée (on admet que la quantité de support doit être au moins égale à cinq fois la 
valeur théorique) . 

Exercice rr 2 : 

Quelle manipulation complémentaire serait indispensable pour calculer ie pourcentage de 
récupération de la sérumalbumme ? 

Exercice n* 3 : 

Si on utilise le bleu de cibacron pour purifier une dêshÿdrogénase â coenzyme pyrid inique, 
quel mode d'élution choisira-t-on ? 


CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice n 9 1 : 

0,5 cm 3 de sérum apporte environ 40 mg d'albumine. Nécessité d'une capacité d'absorp- 
tion de 200 mg. Or 300 cm 3 de gel représente une capacité de 360 mg. 

Exercice n° 2 : 

Dosage spécifique de la sérumalbumine. 

Exercice n 9 3 : 

El ut ion avec une phase mobile renfermant un coenzyme pyrid inique. 
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Le but de cette manipulation est : 

* de maîtriser !’ utilisation du chromatographe et de ses annexes ; 

* d'étudier quelques paramètres influençant la séparation (structure du soluté, 
pouvoir éluant de la phase mobile, débit) ; 

* d'appliquer quantitativement la technique a un dosage de caféine dans diffé- 
rentes boissons par la méthode d'étalonnage externe. 


M TERMES ET CONCEPTS IMPORTANTS : 

■ fine granulométrie ; 

* haute pression ; 

* chromatographie en phase reverse ; 

■ force élutive ou pouvoir éluant ; 

* élution {socratique ou en gradient ; 

■ traitement préalable de l'échantillon. 


1. PRINCIPE DE U MANIPULATION 


Toute chromatographie peut être transposée en chromatographie liquide haute perfor- 
mance ou CLHF à condition de disposer d'un matériau de garnissage de colonne qui sup 
porte les hautes pressions. 

Cette manipulation consiste à séparer et identifier des alcaloïdes dérivés de la pu ri ne 
(théobromine, ïhéophylline et caféine) dans différentes boissons et à en doser la caféine. 

La technique utilisée est le CLHP de portage, à polarité de phase inversée : la phase fixe, 
de fine granulométrie, est une silice greffée rendue apolaire et la phase mobile est un 
mélange polaire méthanoleau utilisé dans des conditions i socratiques. L 'élution est sui- 
vie par spectrophotomêtrie à 254 nm. La détermination quantitative de la caféine sera 
effectuée par la méthode de l'étalonnage externe. 


^oovriahted 
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2.2. Préparation des solutions 


2.2.1. Phase mobife 

Mêthanol de qualité spéciale CLHP [servira également à réaliser toutes res solutions 
standards, inconnus et toutes les dï Imit ions), 

2,2,2» Sortions standards 

* Caféine : solution-mère à 1 g .dm ~ 3 dans Se met hanoï. 

* Théophilline : solution-mère à 0.5 g.dm -3 dans le méthanol. 

» Thêobromine : solution-mère à 0,1 g. dm 3 dans le méthanol. 

{Difficulté de dissolution.} 

2,2,3. Echantillons à analyser 

* Mélange caféine + théophiihne +• thêobromine respectivement à 0,5, 0,5 et 0,1 g. dm " 3 
dans le mëïhanpl. 

* Thé léger filtré {l'eau chaude permet l'extraction de la caféine}. Noter la masse pesée 
et le volume d'extraction, 

* Coca-cal a® dégazé par agitation énergique (Coca-cola® normal et Coca-cola® * light h 
sans caféine}. 


3. MANIPULATION 


3.1. Conseils pratiques 

* Des précautions s'imposent pour maintenir en bon état les têtes de pompe, la colonne 
etc. : 

- filtrer au préalable phase mobile et solutions sur membrane pour éliminer toute parti- 
cule ; 

= éviter d'imposer de brusques variations de débit, donc do pression, à la colonne : 

- éviter de dépasser une certaine pression fixée par le constructeur ; 

- dégazer les solutions injectées environ 20 min dans une cuve à ultrason ; 
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- protéger la cotonne par une précolonne ; 

- rincer en fin de manipulation la boucle et la colonne avec TiJuat (éventuellement avec 
du solvant pur) ; 

- ne pas laisser la colonne se sécher. 

* Précautions indispensables pour obtenir des résultats corrects : 

- rincer l'ensemble seriqgue-injecteur avec la nouvelle solution avant toute injection : 

- tourner la poignée de la vanne d'injection le plus rapidement possible ; 

- maintenir le réservoir de solvant pratiquement fermé pour éviter l'évaporation des sol- 
vants qui modifierait la composition de la phase mobile et la contamination par l'atmo- 
sphère ; 

- démarrer l'enregistrement simultanément à l'injection. 

3,2, Découverte de V appareillage-montage 
et mise en route 

Pour les détails opératoires, consulter la notice du constructeur, 

* Reconnaître Iles différents modules. 

* Réaliser le montage du chromatographe et de ses annexes et en faire un schéma fonc- 
tionnel. 

* Amorcer la pompe. 

* Equilibrer la colonne avec la phase mobile pendant 20 min et vérifier la stabilité de la 
ligne de base. 

* Régler Se zéro du détecteur, 

■ Régler l'enregistreur ou l'intégrateur en choisissant notamment la vitesse de défile- 
ment du papier et l'atténuation ; ces deux paramètres seront modifiés en fonction des 
résultats obtenus. 

+ Si on dispose d'un intégrateur, on s'initiera a l'utilisation de ses fonctions principales : 
identification des pics, programmation des différents types de méthode (pourcentage 
d'aires, standard externe). 


3,3, Etude de quelques paramètres 

3,3,1, Expérience préliminaire 

* Conditions opératoires initiales : 

- phase mobile méthanol-eau 40 v-60 v : 

- volume- injecté 10 pi : 

- débit 0,8 cm 3 min- 1 ; 

- détection â 254 nm, 

* Injecter la solutiommère de caféine â 1 g. dm " 3 . 
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* Faire une analyse critique du piç obtenu aï modifier éventuellement la quantité injectée 
(dilution de la sol ut ion- mère) et les réglages de ['intégrateur, 

* Recommencer l'expérience. 

• Injecter du mêthanol pur pour bien observer le temps mort t M de la colonne. 

3.3.2. influence de la structure chimique dans une famille 
de dérivés puriques 

• Injecter les solutions standards de théophtlllne et de théobromlne. 

• Noter les temps de rétention t R . 

* Faire un essai de répétabilité. 

3.3.3. Analyse d'un mélange des trois dérivés puriques 

Observer et critiquer la séparation des trois constituants. 


3*3,4* Influence du débit 

* lester des débits de 0,6 cm 3 .min ' 1 et 1 cm 3 .min ^ 

* Noter les temps de rétention et les pressions appliquées pour obtenir ces débits. 

3,3.5. Influence de fa phase mobile 

* Tester les mélanges méthanol-eau 35 v-65 v ; 30 v*70 v : 60 v-40 v : 

* Observer la séparation des pics. 


3.3.6. En fonction du matériel disponible 

Modifier : 

- le volume de l a bouc le ; 

- le volume mort ; 

- la colonne (silice greffée en C B par exemple!. 

Pour la suite de ta manipulation, tenir compte des résultats précédents pour fixer le débit 
et la composition de la phase mobile. 

Si on dispose çPun appareillage permettant de travailler art gradient de polarité, utiliser 
les résultats précédents pour choisir le gradient. 

3.4. Dosage dé la caféine 

* Choisir pour l'intégrateur le mode de calcul préprogrammé : * méthode avec étalon 
externe ». Cette méthode est utilisable puisque les injections sont rigoureusement iden- 
tiques en volume. 

* injecter la solution standard de caféine à 0.25 g. dm " 3 (on pourra doubler cette injec- 
tion). 
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- les pourcentages d'aires permettent-ils de conclure en pourcentages de composition 

massique ? 

* Discuter l'influence du débit sur t M et sur la HEPT 

* Le thé et le Coca cola contiennent-ils les trois dérivés puriques étudiés ? 

Conclure sur t 

- le choix d'un système chromatographlque en fonction de la nature de l 'échantillon ; 

- l'optimisation d'une analyse en G LH P après avoir défini les objectifs à atteindre et les 
paramétres dont on dispose. 


4,2* Analyse quantitative 

Déterminer : 

- la teneur en caféine exprimée en g. dm ~ 3 de Coca cola ; 

- la teneur en caféine exprimée en g»g - 1 de thé. 

En déduire la quantité approximative de caféine absorbée par verre de Çgça-cpla® et par 
tasse de thé. 

Le Coca-cola® y light - est-il exempt de caféine ? 


5. EXERCICES 


Exercice n fl I : 

Pour les quatre exemples suivants importants en biochimie : glucides» acides aminés, 
acides nucléiques et protéines» proposer une méthode séparative par CLHP eh précisant 
la phase fixe, la phase mobile, le détecteur. 

Exercice n D 2 : 

Pourquoi choisit-on souvent la longueur d'onde de 254 nm pour la détection des solutés 
dans l'effluent ? 

Exercice n D 3 : 

Des plaques per CGM en phase inversée sont commercialisées. Prévoir l'ordre de Rf si on 
sépare sur une telle plaque de silice greffée un mélange des trois dérivés puriques étu- 
diés, 
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* Manipulation (2) ; 

- solutions étalons pour l'étalon nage intome : éthanol dans l'eau à 10 g .dm ~ 3 : butanol 
dans l’eau à 10 g -dm" 3 ; 

- produits â analyser ; vins* liqueurs, prises d 'échantillon au cours d’une fermentation 
préalablement traités. 


3. MANIPULATION 


3.1. Précautions expérimentales 

- Tout échantillon doit subir un traitement préalable : filtration, séchage, dérivation., 

- Vérifier les paramètres suivants dès le début de la manipulation : débit de la phase 
gazeuse, débit de l'hydrogène, débit de l’air, température du four en se plaçant dans des 
conditions isothermes pour une première analyse, températures de l'injecteur et du 
détecteur, 

- Respecter les températures extrêmes d'utilisation de la colonne conseillées par le fab- 
ricant, 

- Régler la température de l'injecteur environ 30 °C au-dessus de Ja température de la 
colonne. 

- Ne pas courber l'aiguille au moment de son introduction dans le septum de l'injecteur. 

- Rincer plusieurs fois la seringue avec l’échantillon avant r injection. 

- Toute injection devra être renouvelée une fois pour tester la variabilité du temps de 
rétention. 

- injecter toujours un volume faible* de l’ordre du microlite. 

- Si la substance â analyser doit être dissoute, choisir un solvant qui n’a aucune affinité 
pour la phase stationnaire. 

- injecter l'échantillon dès que l’aiguille est enfoncée, 

- Mettre en marche T, intégrateur simultanément à I" injection. 

- Changer le septum toutes les clnqua nies injections environ. 

- Conserver les colonnes bouchées à chaque extrémité. 


3.2. Découverte do r appareillage et mîm m route 

- Bien respecter les régies de sécurité inhérentes a l'utilisation de bouteilles de gaz 
comprimés : elles doivent être attachées par une chaîne et éventuellement placées ê 
l’extérieur ( hydrogène) , 


- Faire- un schéma fonctionne» du chromatographe. 

- Observer la ôu les colpnnes. 

- Se familiariser avec l' intégrateur. 

- Suivre la notice d'emploi pour réaliser les différents allumages et réglages. 

- Attendre la stabilisation en température du four, de l'injecteur et du détecteur. 

- Attendre la stabilisation du débit de l'azote et de l'hydrogène, 

3.3. Manipulation (1) : étude de quelques paramètres 

- Rechercher au préalable les températures d'ébullition des alcools analysés. 

- Utiliser l’intégrateur en méthode & d'aire après avoir réglé l'atténuation et la vitesse de 
déroulement du papier. 

3.3.1. Essai préliminaire : injection cl' éthanol pur 

- Volume injecté : 1 pi 

- Température du four : 10Û Ù C. 

- Tempérât. ure de l'injecteur : 130 ,: 'C. 

- Température du détecteur : 130 ' a C. 

- Pression de l'azote en tête de colonne : 1.2 bars. 

En fonction du pic obtenu, modifier l'atténuation de l'intégrateur et la sensibilité du ehro- 
matographe. 

Recommencer l'expérience avec un volume d'injection de 2 pi, avec de l'éthanol ordi- 
naire. On pourra également modifier la température du four. 

3.3.2. Détermination du temps mort 

Injecter 1 pi d’un hydrocarbure non retenu : heptane ou hexane, 


3.3.3. Détermination des temps de rétention d'une série homologue 


Injecter successivement du méthanol, du propan- 1 ol. du but an- 1 ol. 
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3.3.4. Comparaison des temps de rétention de deux isomères 

injecter du butan-2 ol, puis du butan-3 ol. 



3,3.5, Résolution d'un mélange 


* Injecter le mélange d'alcools à analyser, Observer la qualité de la séparation et les 
temps- do retenti on. 

* Tester ensuite l'influence des faeteusrs expérimentaux, suivants sur la séparation ; 

— température de la colonne (110 fl C, 120 *C..4 ; 

— programmation de température de 70 “C à 120 C C avec un gradient de 10"/ min ; 

— débit du gaz vecteur. 

En fin de manipulation, on pourra changer la colonne (longueur, phase stationnaire moins 
polaire). 


3.4. Manipulation {2) : dosage de l'éthanol par la méthode 
de l'étalon Interne 

3,4,1* Préparation des solutions étalons 

On dispose d'une solution-mère d’éthanol dans l'eau à 10 g .dm 3 et d'une solution-mère 
de but a^n I dans l'eau â 10 g. dm 3 . 

- Préparer dans des fioles de 10 ml des solutions-filles d 1 éthanol à î, 2. 5, 7 g, dm ~ 3 
d'éthanol, 

- Mélanger dans des piluliets bouchant hermétiquement, volume I volume, les diffé- 
rentes solutions-fllles d'éthanol et la solution-mère de bulanol. 

3.4.2. Préparation des échantillons à analyser 

Le principe esl de mélanger l'échantillon préalablement traité volume à volume avec la 
solution-mère de butanol £ 10 g. dm \ 

* Four les boissons aie oc sèes, distiller au préalable l'éthanol (voir chapitre 5) en réflé- 
chissant au facteur de dilution. 

* Pour un suivi de fermentation, centrifuger le prélèvement 20 min à 400 g puis filtrer le 
surnageant avec un filtre type Millipore (membrane de 0,5 pm>. Diluer éventuellement le 
filtrat. 

3.4.3. Dosage 

* Choix des conditions opératoires : 

- volume injecté : 2 pl : 

- tempérât ors do four : 120 “C ; 

- température de l'in^ec leur et du détecteur : 14Ü È C ; 

- pression du gaz : 1,2 bars. 

* Injecter successivement les cinq solutions étalons, puis les différents échantillons trai- 
tés à analyser. 

* Noter les aires indiquées par I 1 intégrateur. 
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Exercice rT S : 

Une colonne capillaire a une longueur de 10 m, un diamètre interne de 0.25 mm, une 
épaisseur de film de 1 pim. Quel est son volume mort ? 

Exercice n* 6 : 

Soit ["aspect du pic de l'acétone sur carbow ax 20 M! iftg. 34.2.}, 



35 n C 45 H C 55 e C 65 n G ?5 ? C 


Fig, 34.2, 

Que conclure Sur la température d'utilisation de cette colonne ? 


CORRECTION DES EXERCICES 


Exercice n* 1 ■ 

Phase stationnaire hydrophobe. 

- Bien régler (a température de la colonne ; bien régler 3e débit du gaz vecteur. 

- Diminuer la température, augmenter ta longueur de la coEonne, diminuer le débit,, aug- 
menter le pourcentage cT imprégnation, 


Exercice n° 2 : 


Pour diminuer leur température d'ébullition ion empêche rétablissement de liaisons 
hydrogène intermol éculai res) . 

Exercice rf 3 : 

- Çhrpmosorb : support plus ou moins poreux et naturel. 

- Cârbewa* : phase stationnaire d'imprégnation { polymère hydrophile), 

- 20 M : polymère de masse molaire 20 000, 

- 2% : taux d'imprégnation. 

Exercice m D 4 : 

(a) - monter la température de la colonne ; 

- raccourcir la colonne ; 

- revoir le choix de la colonne, 

< b] - diminuer la quantité injectée : 

- augmenter le taux d'imprégnation : 

- augmenter la température de rinjecleUT. 

Exercice n® s : 

0,50 cm -. 


Exercice n J G : 

Utiliser la colonne à température supérieure à 60 °C {supérieure à la température d’êtwlii- 
bon de l'acétone) car la phase stationnaire et visqueuse à température plus faible. 
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La synthèse peptidique a permis l'approche et la résolution de nombreux problèmes bio- 
chimiques, Pat exemple, citons la conception et l'évaluation d'analogues d'hormones et 
de neuromëdiateurs peptidiques, la synthèse de substrats d'enzymes et de leurs inhi- 
biteurs et la synthèse de séquences protéiques correspondant à des épitopes, ce qui a 
permis ainsi la production d'anticorps. 

Les méthodes les plus utilisées sont des méthodes chimiques, nécessitant de nom- 
breuses étapes, notamment la protection sélective des chaînes latérales, l'activation du 
groupement carboxylique et la dépcotection, totale ou parti elle. Cette série de réactions, 
délicate à réaliser en solution, a été simplifiée par l'Introduction de méthodes en phase 
solide, notamment grâce â Merrifield en 1963. Le principe en est l'extension de la chaîne 
par sort extrémité C-terminaie, après fixation covalente du premier ami no-acide sur une 
résine. Il est donc relativement facile de séparer le peptide des différents réactifs au fur 
et à mesure de la synthèse, Les appareillages automatiques utilisent ce procédé en con- 
tinu, les différents réactifs, introduits par des pompes, circulant alternativement sur la 
colonne. 

Beux stratégies principales s'appliquent à cette synthèse : 

-La synthèse utilisant les BOC-aminoacides, dans laquelle les ami no- acides sont 
bloqués â leur extrémité N-terminale par un groupement tertiobutyloxycartonyle. 

- La synthèse utilisant les FMOC-aminoacides, dans laquelle les a mi no-acides sont 
bloqués à leur extrémité N-terminale par m groupement fluorénylméthoxycarbonyle. 

Dans le prem er cas, la déprotectson en cours de synthèse s'effectue avec de Lac i de 
trifluoroac étique, mais pour séparer le peptide synthétisé de la résine, il faut utiliser 
de r acide trifJuorométhanesulfonîque. Dans te cas de l'emploi des dérivés FM OC, 
d 'utilisât ion plus récente, le déblocage en cours de synthèse se fait par une base, 
généralement la pipëridine diluée (20 K) et l'acide trifluoroacétique permet, en fin de 
synthèse, l’hydrolyse de la liaison peptide-résine. L'utilisation d’acide trifluomacétique 
dîiué (1 permet de conserver la protection des chaînes latérales, ce qui est un avan- 
tage lorsque l'on veut ultérieurement condenser plusieurs fragments peptidiques entre 
eux, 

A côté de ces deux principales méthodes de synthèse, de nombreux travaux ont montré 
qu'il est également possible d'utiliser des protéases pour synthétiser des liaisons pepti- 
diques. Pour résumer l'ensemble des méthodes décrites à ce jour, nous les classerons 
en deux groupes : 


i. Celte s par inversion do ta réaction d 'hydrolyse 

Dans ce cas, l'enzyme est utilisée pour atteindre l'état d'équilibre (généralement peu 
favorable à la synthèse}. Des rendements significatifs peuvent être obtenus : 

“ en présence de fortes concentrations de solvants organiques ; 

- en déplaçant l’équilibre par consommation d'un des produits (par préc pitation par 
exemple) ; 

- dans un système biphasique où le produit, plus soluble dans le solvant organique, est 
soustrait du milieu aqueux au fur et à mesure de sa formation. 


2. Celtes par amtnolyse d‘un ester cfe S 'acide carboxytîque 


Dans ce cas, l'enzyme réagit rapidement pour former un intermédiaire acyl-enzyme qui 
réagit avec un nucléophile pour former fa liaison peptidique. Ce schéma peut s'appliquer 
aux protéases à sérine ou à cystéine. 

Des synthèses variées ont été réalisées à ce jour en utilisant l’un ou l'autre de ces deux 
types de méthodes. De nombreuses misas au point ont été consacrées à ces applica- 
tions [1-41. 

Les avantages dé l'emploi de protéases sont essentiellement la stërêospécifîcité (pas de 
risque de racémisation) et la non-nécessité de bloquer les chaînes latérales des acides 
aminés, du fait de fa spécificité des enzymes. 

Nous illustrons ce nouveau type d'utilisation des enzymes par la synthèse dE Taspartam, 
en présence de thermolysine, Cet édulcorant de synthèse est un dérivé dipeptidique, de 
structure : 

Asp-Phe-OMe 

Sa synthèse par vole enzymatique a fait l'objet d e un nombre relativement important de 
publications qui ont notamment servi aux développements théoriques des principes de ce 
mode de synthèse peptidique |5-7J. 

Pour compléter cette suggestion d' expérience, nous proposons le dosage speetrOphoto- 
mêtrique de l'activité enzymatique de la thermo lysine „ en utii'sânt un substrat synthé- 
tique. L'expérience peut être développée, complétée et utilisée d'un point de vue pédago- 
gique. 





SYNTHÈSE DE L'ASPARTAM 




L"aspartam est un édulcorant très utilisé. C'est l'ester méthylique du di peptide aspartyh 
phênylaianine f Asp-Phe). Il peut être synthétisé par voie enzymatique, en présence de ther- 
molysine.. à pH 7. La thermoljrsine est une mêtallpprotêsse à zinc extraite de Becillus 
tft&rmoprOtéoSyticiJS. Elle est relativement stable à température ambiante et son activité 
est optimale au voisinage de la neutralité. La synthèse de raspartam peut être réalisée 
comme suit [5] : 

Z - Asp - OH + (L) -Phe-OMe 

^ thermolysine 

Z - Asp - Phe - OMe (Insoluble) 

v H 2 /Pd 

A sp - P he - Q M e (A spart am) 

Il faut noter que. compte-tenu de la stérêospêcificitê de l’enzyme, on peut utiliser le 
mélange racémique : (D.L) Phe-OMe, moins coûteux. De pius, dans ce cas, on obtient un 
complexe insoluble Z -Asp- Phe-OMe, (D)-PheÛMe, à partir duquel le Z-Asp^Phe-ÛMe est 
récupérée par lavage du précipité avec HCl. 


1.1. Produits 


- Thermolysine (extraite de B.thermoproteoJyticus) (E.C, 3.4.24.4.) Boehringer Mannheim 
(Réf, 161586) . 

- Z-L-Asp (Bac hem), 

- L>P he-ÛMe ( Bac hem ) . 

- Formi at e d'nm mon i um , 

- Palladium/cartoonate de calcium ( 5 % Pd) : catalyseur de Lindlar ( Merck). 

- Solvants chromât ographiques : 

A : Butanol : 50 ml ; 

NH a , H., O à 3 % : 22 mi. 

B : Butanol i 50 ml ; 

CHjCOOH : 5 ml 
H,,Q : 15 ml. 

- Plaques chromât ographiques de silice : Merçk-DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 ; 
Art. 5554. 
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1.2. Protocol® expérimental 


1.2.1 , Contrôle de la pureté des produits 

Dans un premier temps, on contrôlera la pureté des produits par chromatographie sur 
couche mince. 

Préparer 5 ml des deux solutions suivantes : Z-(L)-Asp el L-Phe-OMe à 4 mg,ml 1 dans 
C.-HOH. 

Effectuer une chromatographie sur couche mince de silice. Laisser migrer environ 10 cm 
d'urne part dans le solvant. A et d'autre part dans 8. la visualisation peut se faire sous 
une lampe UV là 254 mn) . 

Calculer les Rf des deux produits dans Ses deux solvants A et B. 


1.2.2. Synthèse du précurseur de faspartam 

Dissoudre dans 5 ml d'eau 26? mg (1 mmole) de Z-L-Asp et 215.5 mg (1 mmole} de L 
PheCMe. Ajuster le pH à une valeur comprise entre 6.5 et 7,5. (Utiliser de préférence un 
système de thermostatisation maintenu à 30-40 *C). 

Au temps t = O, ajouter 500 pl d'une solution de thermolysine, préparée a 20 mg.ml 1 
dans H Û. Prélever et déposer toutes les 30 minutes une goutte du milieu réactionnel sur 
une plaque de silice, sur laquelle on dépose également les deux molécules de départ 
(0 partir de 30 minutes environ, on voit, apparaître un trouble). La réaction est généra- 
lement terminée au bout de 5-6 heures environ, 

1.2.3 . Synthèse de faspartam 

La déprotection du groupement be nzy lox yc arbony .e peut être faite de deux man ères : 
a. Hydrogénation catalytique par H' -, 

Ce procédé nécessite un appareillage d' hydrogénation et de l’hydrogène gazeux, 
ü. En présence de formiate d'ammonium et de palladium activé 

Pour cela on dissout le précipité obtenu précédemment dans 2 ml de méîhanol. Ajouter 
126 mg (2 rnmoles) de formiate d'ammonium. Ajouter SÛ mg de palladium (5 % Pd). On 
laisse évoluer la réaction à température ambiante pendant environ 30 minutes. On centri- 
fuge pour éliminer le catalyseur et on filtre le surnageant (utiliser une pipette Pasteur rem- 
plie de coton), On lave la pipette Pasteur avec 1 ml de met hanoï. Récupérer le f Itrat dans 
un petit bêcher ou un ballon rodé. Evaporer soit âu rot av a peur soit avec un sèche- 
cheveux. Redissoudre le résidu dans KD (5 rnl) et lyophiliser de préférence. 

1.2.4. Caractérisation de faspartam 

* Çhrom&tQgr&phiG- sur couche mince 

On peut utiliser le solvant B vu précédemment et révéler sait sous UV à 254 nm. soit 
avec de la ninhydrine. 

Copyright© 



HPLC en phase réverse 


On peut utiliser une colonne de type OD$-2 {Phgnmaçi^LKB) ou UChrospfW ÎOQ RP- 13 
fS pm) (Merck) de 25 ern. De nombreux éluants peuvent être utilisés. Pour une élutîon 
(socratique, utilise/ par exemple un mélange KH 2 P0 4 0,05 M (pH 2,5) - acétonitrile (60- 
40). La détection se fait à 2 10 nm. 

1.2. S. Questions complémentaires 

1. Pourquoi la synthèse du précurseur de l'aspatîam est -eue possible en phase aqueuse ? 

2. Qu'est-ce qur conditionne le choix d'une enzyme pour la synthèse peptidique ? 

3. Comment envisageriez-vous la synthèse du peptide suivant ; BOC-Ala-Phe-Leu-NHj ? 


2. MESURE DE L'ACTIVITE DE LA THERMOLYSINE 



La thermo lysine, utilisée clans l 'expérience précédente, est une endqpeptidaso extraite à 
partir de la bactérie Bac (tins themwproteolytieus qui appartient à la classe des métallo- 
protéases. Sa spécificité est dirigée vers les liaisons peptidiques pour lesquelles l'acide 
aminé en position P'i (sel on fa terminologie de Seheohter et Berger) [S] est hydrophobe, 
de préférence un résidu de phénylatanine ou de leucina. Ce type de spécificité, gouverné 
par raminoacide en P’i limite beaucoup les méthodes de mesure d'activités puisqu'il 
exclut I "utilisât ion de dérivés chrcmophores ou fluorescents, tels qu’on peut en utiliser 
pour les protéinases à sérine comme ta trypsine, la chymotrypsira, etc., c'est-à-dire 
notamment de$ dérivés para nitroan il ides d'oligopeptides. Les premières méthodes 
employées consistaient â doser l'apparition, par leur réaction à la ninhydrine, des groupe- 
ments oc-NH 2 libérés après hydrolyse. La méthode était longue et ne permettait qu'un 
dosage discontinu. 

Actuellement, la méthode la plus employée est le dosage spectrophotométrique de la 
diminution d'absorbance qui se produit lors de l'hydrolyse de furylacryloyl-di- ou tri-pep- 
tides, en particulier du (furyl-2-acryloy|)-3glycyt-leucinamlde (FAGLA). 



t hydrolyse 

CH-C-NH-CI-U-C- WH -CH -GONhU 
Il II i 

o o ch 2 


CH 
/ x 


CH 3 CH 3 
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Mous nous proposons d'étudier la cinétique d'hydrolyse de ce produit par la thermolysine 
et d'en déterminer les paramètres cinétiques. 


2.1. Produits 

- Thermotysine (extraite de B. thermopr&teotyticusi (£,C. 3-4-24-4} Boehringer Mannheim, 
Réf. 1 S 1586- 

- Fu ry lac ryLoyl-Gly-Leu-NH 2 (Sigma. Réf, H 3375), 

- HEP ES (Sigma, H 3375) (un autre tampon qui tamponne vers 7, comme le tampon 
phosphate, peut aussi être employé), 

- CaCl 3 . 

- Cuves de spectrophotomêtro en quartz. 


2.2. Ffotocolo expérimental 

2.2.1, Etablissement du spectre de différence 

Pour choisir la longueur d'onde d'étude, il est nécessaire d'effectuer d'abord le spectre 
de différence entre le FAC LA et ses produits d’hydrolyse enzymatique, Pour cela, préparer 
une solution 2 10 " 4 mol dm " 3 de FÂGLÂ dans un tampon HEP ES 10 - 2 mol dm “ 3 et 
CaCl 2 10 " 2 mol dm ~ 3 pH 7,2, Dans une cuve (référence) placer 3 ml de substrat (1 ml 
si vous disposez de semi-mi croc uves), Dans une autre (mesure), placer 3 ml de substrat 
et ajouter 100 pl d’une solution environ S 10“ 5 mol dm ~ 3 dé thermolysine {dans le tam- 
pon HEP ES 10 " 2 mol dm -3 , CaCJ 2 10 - 2 mol dm - 3 pH 7,2). (Prendre une niasse 
moléculaire de 34.4 kDa pour la thermolysine), Laisser 15-20 minutes jusqu’à ce que 
P absorbance, à une longueur d'onde donnée, n'évolue plus. Prendre le spectre de dif- 
férence. Que constatez-vous ? Quelle est la longueur d'onde pour laquelle la différence 
d'absorbance est maximale ? Calculer It à 322 nm et à 345 nm. Comparer avec les 
valeurs de la littérature (üe » 2300 Lmd ’-cm 1 â 322 nm et 317 l.mol - Lcm ~ 1 à 345 
nm}, obtenues par Khan et Damai jj 9] . 

Comparer les avantages et les inconvénients à effectuer la mesuré à 322 Qu à 345 nm. 


2,2.2. Détermination des paramètres cinétiques de la thermolysine 

Pour cette étude, il est préférable de travailler a 345 nm. Préparer une solution-mère dé 
FAGLA de concentration 2,10 ~ 3 mol dm ~ 3 dans le tampon HERES 10 “ 2 mol dm 3 . 
CaClj 10 ~ 7 mol dm " 3 , pH 7 r 2. Préparer des dilutions allant de 2.10 " 5 mol dm ~ 3 
à lû " 3 mol dm " 3 dans le tampon de travail, Pour chaque concentration, placer 3 ml 
dans une cuve spectrophotométrique. Déclencher la réaction enzymatique par addition de 
50 |Jl d'une solution dé thermolysine envüron 5 10 ~ 5 mol dm " 3 . Déterminer la vitesse 
initiale de la réaction. Lorsqu’il est difficile de déterminer avec précision une portion 
linéaire, Il est possible de déterminer la vitesse de la réaction de pseudo-ordre 1 (si 


TJ 




[S] « k M; } è partir de l'expression in [S] - f (t). [S] est obtenu par S 'ex pression (At-A«») / 
Ar, ou A 1 et A™ sont les absorbances à l'instant t et en fin de réaction respectivement. 

Déterminer, à Pal de des représentations classiques (Lineaweaver-Buik, par exemple), le 
K u de la réaction d'hydrolyse. A titre de comparaison, les valeurs que l'on trouve dans les 
publications sont d'environ 2 mmol dm _a . 


2.2.3, Extensions 

Cette étude peut être complétée par celle des effets du pH et de la température [lûf, 
voire même de celle de l ‘hydrolyse d' analogues de type FA-Gly-X-NH 2 , ou X est un ami- 
noacide autre que Leu [11}, les deux publications citées sont très utiles pour une bonne 
compréhension du mécanisme d 1 action de la thermolysine et peuvent être la base de 
nombreux exercices d'enzymologie, notamment pour des travaux dirigés. 
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L'urée est un produ-î terminal du métabolisme qui correspond à [''élimination de l'azote 
protéique après transamination ou désamination ; 95 % de l'uréogénè&e est localisée 
dans le foie. 

Les valeurs normales de l'urée sérique varient avec l'âge et vont de 0,15 g J " 1 pour le 
nourrisson Jusqu'à 0,30 g.l " 1 pour l'adulte. Certaines pathologies sont caractérisées par 
des variations significatives de la concentration d'urée. En phase terminale de I '‘hépatite 
aiguë, par exemple, la concentration d'urée diminue, A l'opposé, dans le cas de néphrite, 
l'urêe sérique peut atteindre des valeurs de 2 g.l" 1 , 

De ces observations, on volt qu'il est intéressant de disposer d'une méthode de dosage 
simple, fiable et économique, 

La plupart des méthodes actuellement employées pour ce dosage peuvent être regrou- 
pées en deux familles ; les méthodes directes, c'est-êKfire sans réaction préalable de 
l’urée, et Ses méthodes indirectes, c'est-à-dire après hydrolyse enzymatique de l'urée par 
l’uréase. 


Méthodes directes 

Ces méthodes sont essentiellement coiori métriques. Le réactif le plus utilisé est le diaçé- 
tyfmonaxlme : 


CH 3 


CH- 


CH 3 


i * 

H 2 H\ 
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hydrojty-3 dîméthyl 5,6 triazino-l, 2 , 4 


La stabilisation de la coloration est réalisée avec de la t hïosemic arbazine . Après chauf- 
fage durant 10 min à 100 C C, on effectue un dosage â 520-540 nm, Une relation linéaire 
entre l'absorbance et la concentration d'urée peut être démontrée dans la gamme 0-450 
rng.l “ 1 . Quelques kits commerciaux utilisent cette réaction {Sigma, etc,}, 

Une autre réaction analogue peut être obtenue en présence de di méthy Ibenzaidéhyde 
( H 2 S0^/C H 3 C 00H} . Malheureusement, des molécules telles que la bilirubine et/ou r hé- 
moglobine peuvent interférer sur le dosage, 
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Méthodes indirectes 


La première étape de ces méthodes est l'hydrolyse, par Luréase, de l'urée avec forma- 
tion de l'ion ammonium, NH 4 \ et de Lion hydrogénée a rbonate, hco 3 _ . Les protocoles 
de dosage les plus fréquemment employés peuvent être regroupés en trois catégories de 
méthodes. 


Méthodes colodrnétnques 


L'essentiel des méthodes décrites repose sur la réaction de Berthelol, c'est-à-dire la 
réaction de avec Lion hypochlorite, CIO - , et LindophénoL en présence de phénol. A 
pH alcalin, on obtient une coloration bleue dont l'intensité est proportionnelle à la 
concentration de l'ion NH 4 *. 

On peut également avoir une réaction analogue avec le réactif de Messier, 

Méthodes speetrophQtQméiriques 


Lion ammonium, MH 4 \ formé au cours de l'hydrolyse peut être couplé à la réaction enzy- 
matique mettant enjeu fa glutamate déshydrogénase (GDH) : 


NH 4 + + a-cétoglutarate + 


rvvDH 


+ H 


-> glutamate + NAD " +■ H 2 C 


La formation d'NH 4 + s'accompagne d'une diminution d'absorbance à 340 nm due à V oxy- 
dation de NA DH., Une relation linéaire peut être démontrée dans lé domaine de concentra- 
tions d'urée allant de 0 à 2.5 g.j ' 1 avec une bonne corrélation (r = 0,99T) si Ton effeo 
tue la comparaison avec ta méthode calorimétrique â le diacétyl monoxi me. Cette 
méthode peut être utilisée aussi bien en point final qu'en mesure cinétique, car les 
concentrations sériques d'urée sont très inférieures à la valeur du dé la réaction urée 1 
uréase. 

Méthodes électriques 

D'autres méthodes peuvent être employées : la pH- met rie mesure l'échange de protons 
qui a lieu lors de l'hydrolyse de l'urée et l'on peut relier linéairement ^pH â la concentra- 
tion d'urée. La méthode conducti métrique peut également être appltquée. L'apparition 
des ions ammonium et hydrogénocarbonate s'accompagne d’une augmentation impor- 
tante de conductance. Cette méthode est très sensible, et quelques mie rentres de sérum 
suffisent à la mesure. Elle souffre toutefois de l'absence d'appareillages commerciaux 
suffisamment automatisés pour permettre un dosage en routine. 



1. METHODE A LA DIACETYL MONOXIME 


Cette méthode est rapide. assez sensible et ne demande que peu de matériel. 

1,1. Produits 

- Solution-étalon d'urée d 0.4 g.i - 

- Solution de diacêtyle monmime [ Sigma- Ref B 0753) à 140 nM. 

- Solution de catalyseurs (FeCI l r 6 nM ; thiosemicarbaiide 5 nM : H ? 5Q 4 1,3 M ; H ,Pü 4 
4 M). 

Ces solutions peuvent être préparées à l'avance et elles se conservent 6 mois au réfrigé- 
rateur. 


1.2. Protocole expérimental 

Diluer 20 fois la solution-mère d'urée. Préparer une gamme étalon comprenant de O à 
1ÛÛ pl de la solution diluée. Ajouter 1 ml de la solution de catalyseurs, puis 1 ml de Fa 
solution de diacétylmonoxime. Traiter de la même manière SÛ pl de l’échantillon à doser, 
en ayant soin de prévoir plusieurs dilutions, 

Porter l’ensemble au bain-maire bouillant 6 min, Laisser refroidir environ 10 min et lire 
Tabsorbance à 525 nm. 


2. MÉTHODE UTILISANT LA RÉACTION 
DE BERTHELOT 


Par action de l'uréase, l'urée est hydrolysée avec formation d'ions NH 4 *. En sa présence, 
l'ion hypochlorite, CIO ", peut oxyder le pFiénol pour former le dérivé indophénol qui 
absorbe au voisinage de 560 nm, 


L‘ intensité de la coloration: est fortement augmentée en présence de nitroprussiate de 

SDdlUITL 

Compte tenu des réactifs qui entrent enjeu dans ce dosage, il peut être intéressant d'uté 
liser un kit de dosage et d'analyser et de discuter Je protocole proposé. De nombreux 
fabricants proposent un dosage d'urée selon ce principe. Citons, sans aucune exclusive : 

- Diagnostics Merck ; 

- Sigma ; 

- Bioméneux, etc. 

En plus de l'initiation â l'utilisation d'un kit de dosage, il est possible de sensibiliser 
rélève ou l'étudiant à des facteurs souvent peu développés en travaux pratiques, tels 
que : 

- recherche de la longueur d'onde optimale d'un dosage ; 

- stabilité dans le temps de la coloration obtenue 

- test de reproductibilité : 

- comparaison entre des kits d'origine différente, etc. 

Ce dosage, d'un prix de revient modeste, peut parfaitement servir de base à de telles 
illustrations. 


3. MÉTHODES ENZYMATIQUES 


Comme nous l'avons signalé dans r introduction, ces méthodes sont basées sur le cou- 
plage de r hydrolyse de l'urée, en présence d’urèase, avec la réaction à la glutamate 
dëshydrogénase. Un tel dosage peut servir d‘ illustration aux notions de : 

- réactions couplées : 

- dosage en point final : 

- dosage cinétique. 


3.1. Dosage en point final 



Dans ce cas, il est nécessaire d'avoir à la fois un couplage efficace (la réaction indica- 
trice devant se faire à une vitesse supérieure à celle de la réaction auxiliaire} et un temps 
rte réaction relativement coud- 
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On peut, à partir de ce dosage, envisager différents développements : 

- dosage dans le sérum (prendre une prise d'essai d'environ 5-10 pi. car les valeurs nor- 
males sont de l’ordre de 2,5 â 7 >5 mmolJ _1 ) ; 

- dosage dans Te ri ne (diluer environ 100 fois) ; 

- dosage dans le lait. Pour cela, précipiter préalablement tes protéines- en additionnant 
4 ml d'acide thebloroacétique 0,3 mol, dm - 3 à 1 ml de lait, Après filtration, effectuer le 
dosage avec 50-100 pi de surnageant ; 

- dosage de l'ion ammonium provenant de l'ammoniaque dans les aliments et l'eau : pour 
cela il faut préparer un mélange réactionnel enzymatique ne contenant pas d'uréase, La 
comparaison du dosage en présence ou on absence d'uréase conduit au dosage de l'urée 
et de l r ipn NH 4 + (un certain nombre d'applications, de ce type sont contenues dans ta bro- 
chure : Chimie alimentaire : méthodes enzymatiques pour l'analyse agro-ali mentale, diffu- 
sée par Boehringer Mannheim France, 2, avenue du Vercors BP 59. 38242 Meylan Cedex), 


3,2. Dosage cinétique 


Dans ce cas, on recherche la mesure de la variation (diminution) d' absorbance en fonc- 
tion du temps. Pour que la mesure puisse se faire facilement. il faut : 

- diminuer l'activité enzymatique de la réaction indicatrice {donc diminuer fa quantité de 
glutamate déshydrogénase) ; 

- maintenir les conditions de couplage, c’est-à-dire que Ton doit tou. ours avoir t 


V 


2 


K 


2 


» 


Vi 


K 


1 


V 2 , K 2 étant les paramètres cinétiques de la réaction à la 3 LDH et V L , K 1 ceux de l'hydro- 
lyse de rurêe par ruréase- 


3.2.1* Produits 

On peut préparer une solution enzymatique de travail ayant la composition suivante : 

- NA DH : 0,30 mM ; 

- a-cétoglularaïe ; 4mM ; 

- uréose : 2 à 5 QOG U.I _1 ; 

- GLDH : 1 à 2 ÛÜO Ll.l _1 (dans du tampon Tris-HCl 20 mM pH fi.Ü). 

Cette solution se conserve sans problème 15 jours au réfrigérateur. 

3.2.2. Protocole expérimental 

Dans une cuve de mesure de specïrophotomètre, de préférence thermosîatée â 25 ou 
30 a C. on introduit 2 ml du milieu réactionnel. Déclencher ta réaction enzymatique par 
addition de quantités variables (de 0 â 20 pl par exemple) de la solution étalon d'urée. 
Mesurer à 340 nm la diminution d'absorbance soit avec un enregistreur, soit tracer la 
courbe en fonction du temps à partir des valeurs lues au spectrophotomètre. Calculer la 
pente de la courbe en vitesse initiale. 



Tracer id couroe-étaion obtenue en portant la vitesse initiale en fonction de la concentra- 
tion d'urêe. 


3.3. Extensions 

L'utilisation des méthodes enzymatiQues peut permettre une extension, notamment fa 
démonstration de l'importance d'un couplage par la réaction indicatrice. Pour cela, on 
peut préparer une sofut-on de travail comprenant NÂDH r ra-cétogMarate et uréase aux 
concentrations et activités vues dans le paragraphe 3.2. et y ajouter des quantités crois- 
santes de GIDH allant de 100 à 2 000 LU “ 1 . On constatera que la vitesse apparente 
de la réaction augmente jusqu'à un plateau qui correspond à la vitesse de la réaction 
d'hydrolyse de l'urée par l'urêase. 

Des renseignements sur ces méthodes d'analyse figurent dans l'ouvrage : HLi Bergmeyer. 
Principes de l'analyse enzymatique. Technique et Documentation, Et), 1979. 
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L'acfde ascorbique {ou vitamine C) es! y ne molécule très répandue dans Ses aliments. De 
p!us f sa production commerciale est Importante et de faible coût. De très «ombreuses 
études ont été faites, que ce soit sur son métabolisme ou sur ses influences multiples 
dans des domaines aussi variés que les réactions immunitaires, le système cytochrome 
P-45Û, la division cellulaire, l 'hydroxylation du collagène et de l'élastlne, etc. De nom- 
breuses mises au point lui ont été consacrées [1-21. 

Les méthodes de dosage de la vitamine 0 sont très variées et utilisent principalement 
ses propriétés réductrices, Le chois de la méthodologie dépend surtout rte sa concentra- 
tion et de la complexité du milieu dans lequel on la dose. 

La réaction d'oxydation de la vitamine C s'écrit : 
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acide-L-ascorb ique 


aerde-l-déhydroascorbique 


La méthode de dosage la plus utilisée est celle du titrage volumétrique de la forme réduite 
par le dictiloro-2,S-phénolindophénoL Des variantes de ce dosage Incluenï un dosage 
potentlométrique ou une modification photométrique qui diminue la difficulté d'apprécia- 
tion du virage du réactif, notamment si l'extrait brut est coloré. La critique majeure que 
l'on fait à ce dosage est de ne mesurer que la forme réduite et non la vitamine € totale 

[3] , 

Do très nombreuses autres méthodes existent, notamment la méthode de Rœ et Kuetber 

[4] . Dans cette technique, l'acide ascorbique est oxydé et réagit avec la dinltro-2,4 phë- 
nylhydrazine. L'osazone formée est ensuite extraite en milieu sulfurique et donne une 
coloration rouge doSabié au âpectrophôtomètre, 

Une méthode plus récente utilise la réduction par l'acide ascorbique du sel de tétrazolium 
MÎT (bromure de (diméthyl-4,5 thiazolyl-2V3-diphényh2,5 tétrazolium) en présence de P MS 
à 3,5, Le MTT-formasan ainsi formé peut être dosé à STS nm. Ce dosage est actuelle- 
ment disponible en hit (Bœhringer-Meylan).. 
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1 METHODE UTILISANT LE DICHLORO-2,6 
PHÉNOL INDOPHÉNOL 


Le dosage est effectué à Tarde d'une solution de dicftlûro-2,6 phénol indophênol, préala- 
blement étalonnée à l'aide d'une solution d'acide ascorbique de concentration connue. 

Les solutions aqueuses n'étant pas stables (oxydation), on préparera les solutions dans 
de l'acide métaphosphorique (à environ 20 g.l _1 ), 


1.1. Produits 

- D ic h loro-2,0 phénol indophénol. 

- Acide métaphosphorique. 

- Acide ascorbique. 

Sol ut i orvet alon : peser 0.25 g d'acide ascorbique et dissoudre dans une solution d'acids 
métaphosphorique à 20 gA " L . Compléter à 500 ml. Le titre sera vérifié par urt dosage 
iodométrique : un prélèvement de 10 ml de la solution d'acide ascorbique sera dosé, en 
présence d’empois d’amidon par une solution diode 5 m moi. dm 


1.2. Protocole expérimental 

* Étalonnage de ta solution au dtcNoro phénol mdophën&l 

Dans un bêcher, ajouter successivement : 

- 5 m\ de la solution étalon d’acide ascorbique ; 

- 15 mi d'eau distillée. 

Ajouter le dichlpraphénol jusqu'à apparition d'une coloration rose pâle persistante pen- 
dant environ 30 secondes. 

• Dosage la vitamine ç d'un jus de citron 

Dans un bêcher, ajouter successivement : 

- 5 ml de Jus de citron ; 

- 5 ml de la solution d'acide métaphosphorique à 20 g.J“ 1 : 

- 10 ml d'eau distillée. 

Doser par la solution de dichlorophénol indophénol. En déduire le titre en vitamine C du 
jus de citron. 


2. MÉTHODE UTILISANT LA DINITRO-2,4 
PHÉNYL HYDRAZINE 


L'acide ascorbique, oxydé par le dichloro-2 H 6 phénol indophénol en acide nc" , ydnoBscor 
bique est ensuite transformé en osazone par la oinltra-2.4 phénylhydrazine. En milieu sul- 
furique concentré, ce composé a une coloration muge qui peut être dosée par spectro- 
photomëtrie à 520 nm, 

2.1. Proilyits 

- Dichlôrû-2,6 phénol indophénol (solut on précédente). 

- Acétate cJ'isoamyte, 

- Dinitro-2,4 phényl hydrazine. 

R réparer 1Û0 ml d'un mélange H 2 0/H 2 S0 4 conc (3:1 v/v). L o-sque le mi ange est tiède, 
rajouter 2,0 g de dinitro-2,4 phénylhydrazine. Cette solution se conserve environ 1 mois. 

- Thiourée, 

Dissoudre 1.6 g de tbi durée dans 10 ml d'un mélange éthanof/H 2 0 (1:1 v/v)* 

- H 2 SÛ 4 BS %. 

Ajouter avec précautions (en refroidissant au fur et â mesure) 35 g d'H,SO ; concentré, 
dans 15 ml d'eau distillée. 


2.2* Protocole expérimental 

• Préparation de l’échantillon à doser 

A 1 ml de jus de citron, on ajoute 5 inl de solution de cichlorophcnol rdoahénol. On 
ajoute ensuite, avec précautions, 5 ml d'acétate d lsoamyle. On laisse reposer 
30 secondes et on sépare l'excès de colorant, par agitation or décantation dans u*ie 
ampoule à décanter. Refaire plusieurs fors l’opérât on. 

* Dosage 

Dans un tube â essai, ajouter : 

- 1 ml de la phase aqueuse précédente (prévoir plusieurs dilutions} ; 

- 1 goutte de solution do thiourée : 

- 1 ml de la solution de d irsiî rophênylhydrazlne, 

Porter une heure à 50 ®C, refroidir et conserver dans Ja glace. Ajouter goutte à goutte 
5 ml d’HpSQj à S5 % (Attention ! Utiliser une propipelte). Laisser repose, f 30 minutes 

Effectuer dans les mêmes conditions un blanc ne contenant pas de dii - 1 1 rûphényl hv drazine. 

Réaliser dans les mêmes conditions, une gamme-étalon correspondant à des concentra 
tiens d’acide ascorbique allant de 0 à 50 mg/l (Attention ! Me pas oublier d'oxyder ménln- 


blemçnt la sotut ion-mêrc d'ecidc ascorbique par le die h loro phénol indophénoJ). Effectuer 
le dosage à 520 nm. 


3. AUTRES DÉVELOPPEMENTS POSSIBLES 


D' autres méthodes peuvent être appliquées facilement au dosage de la vitamine C et 
faire l'objet de comparaisons avec les deux techniques précédemment décrites. 

Ainsi. Bakel et Lüwé ont mis au point en 1985 un dosage sensible basé sur la réduction 
par l'acide ascorbique de l'ion cuivrique en ion cuivreux* ce dernier étant complexé par 
une solution de néocuprotne (diméthy 1-2,9 phënontholine-1.10). Le dosage s'effectue è 
450 nm* Une relation linéaire peut être obtenue entre P absorbance et la prise d'essai 
d'acide ascorbique (allant de 2 à 20 pg). La publication originale décrit très bien le 
dosage et propose une comparaison avec la méthode au dithlorophënolindophénol [6] . 

Enfin, une méthode cinétique a été très récemment introduite par Sultan et Bishop (1990), 
Gîte est basée sur la mesure de la variation d’absorbance qui accompagne l'oxydation de 
l'acide ascorbique par les ions Ce ( I V> en milieu acide sulfurique. Ils ont ainsi pu montrer ; 

- que l’oxydation suit une loi d'ordre 1 par rapport a l'acide ascorbique en présence d'un 
excès de Ce (IV) ; 

- que, pour des temps de réaction donnés, l'absorbance est une fonction linéaire de se 
concentration d’acide ascorbique [7], Les expériences présentées par les auteurs sont 
simples et ne nécessitent pas d'appareillage compliqué. Elles peuvent être très utiles 
pour des illustrations pédagogiques, notamment en cinétique de réaction chimique. 
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BIOSCIENCES ET TECHNIQUES 


Manipulation* 

d'analyse 

biochimique 


Cet ouvrage, accessible aux. élèves préparant un baccalauréat techno- 
logique de Biochimie-Génie biologique, est destiné aux étudiants pour- 
suivant des études technologiques dans les 
disciplines biologiques : BTS Analyses Mob- 

giques, Biochimie, Biotechnologies, DUT. • 


C ‘etle nouvelle édition revue et corrigée pré- 
sente l'ensemble des manipulai ions de buse 
de I analyse biochimique actualisées, tlle 
intègre des protocoles expérimentaux adap- 
tés à l'apprentissage, l'utilisation et le 
contrôle des analyses en spectrophotomé- 
trie, électrophorèses, CLPH, CPG,., 


M.-J, Maginot 
C. Sohu îirf z-Gavrilovic 

I. Ma.h 


Rsr une démarche progressive intégrant un grand nombre d'exercices 
corrigés de manière détaillée, ce livre permet a I étudiant de préparer 
ses séances de travaux pratiques pour en tirer le profil maximal. 

Pour le professeur, il constitue, à la fois, un recueil de savoir-faire et un 
ensemble de protocoles expérimentaux concernant les domaines de 
I analyse médicale, de l' agro-alimentaire, du contrôle des eaux, qui 
font de cet ouvrage un outil précieux. 
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